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Resumo 
 
  
 
  
 O óxido nítrico (NO) desempenha um papel fundamental nos processos de 
sinalização e infecção por parasitas, tais como tripanossomatídeos. É produzido por 
uma família de enzimas designados por sintases do óxido nítrico (NOS). Estudos 
prévios indicam que existe produção de NO em várias espécies de Leishmania, mas 
nunca foi demonstrada a existência do enzima NOS nem do gene que o codifica nestes 
organismos. O presente trabalho permitiu identificar um gene que codifica para um 
NOS de Leishmania infantum, tendo-se expressado a proteína recombinante em 
bactérias E. coli e optimizado o processo de purificação desta proteína de 64 kDa. A sua 
actividade enzimática depende de vários cofactores de NOS conhecidos, como FAD, 
FMN, tetrahidrobiopterina (BH4), calmodulina e cálcio. A tetrahidrobiopterina, uma 
molécula importante no processo de infecção por Leishmania, modula a actividade do 
LiNOS de uma forma cooperativa. Determinou-se que o Km para o substrato deste 
enzima é de 0,9 µM, quando este é pré-incubado com BH4, e que este possui uma 
actividade específica de 3,8 nmol.min-1.mg-1, sendo a constante catalítica de  4,1 x 10-3 
s-1. A expressão do LiNOS em promastigotas foi confirmada por peptide mass 
fingerprint, mostrando que este enzima deverá ser importante para o ciclo celular do 
parasita. Este é o primeiro gene NOS e enzima NOS identificados e caracterizados num 
tripanossomatídeo. Uma vez que os genes NOS de tripanossomatídeos não 
apresentam semelhanças significativas com os genes NOS de humanos, os enzimas 
NOS de tripanossomatídeos podem tornar-se possíveis alvos terapêuticos. 
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Abstract 
 
 
 
 
 Nitric oxide (NO) plays a key role in signaling and infection processes involving 
parasites, such as trypanosomatids. It is synthesized by a family of enzymes called nitric 
oxide synthases (NOS). Previous studies showed the production of NO in Leishmania 
species, but the existence of a NOS enzyme or gene was never demonstrated. We 
identified a NOS gene in Leishmania infantum, expressed the recombinant protein in E. 
coli and optimized the purification process of this 64 kDa protein. Its enzymatic activity 
depends on several known NOS cofactors like FAD, FMN, tetrahydrobiopterin (BH4), 
calmodulin and calcium. Tetrahydrobiopterin, a key Leishmania infection determinant 
molecule, modulates LiNOS activity in a positive cooperative way. The enzyme’s Km for 
its substrate is 0.9 µM, when the protein is pre-incubated with BH4, its specific activity is 
3.8 nmol.min-1.mg-1 and its catalytic constant is 4.1 x 10-3 s-1. LiNOS expression in 
promastigotes was confirmed by peptide mass fingerprint, showing that this enzyme is 
likely to be required in the parasite’s life cycle. This is the first NOS gene and NOS 
enzyme identified and characterized in a trypanosomatid. Since trypanosomatid NOS 
genes show no significant similarity with the human NOS genes, trypanosomatid NOS 
may become very attractive drug target candidates. 
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1. Introdução
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1.1. Leishmaniose e Leishmania infantum 
 
 As leishmanioses são doenças causadas por parasitas do género Leishmania, 
protozoários da ordem Kinetoplastidae da família Trypanosomatidae. Actualmente 
conhecem-se aproximadamente cerca de 21 espécies patogénicas capazes de infectar o 
Homem e outros mamíferos [1]. Estima-se que 12 milhões de pessoas no Mundo estão 
infectadas por uma destas espécies de Leishmania, com o aparecimento de 2 milhões 
de novos casos por ano em 88 países, desde a Europa e Mediterrâneo, América do Sul, 
Ásia Central e África [2]. 
Estes parasitas protozoários têm como vector de transmissão a mosca da areia. 
Apenas a fêmea destes insectos tem capacidade de transmitir o parasita a hospedeiros 
mamíferos (como o Homem e o cão). Insectos do género Phlebotomus são 
responsáveis pela transmissão da doença na Europa, Ásia e África (―Velho Mundo‖), 
enquanto que na América do Sul e Central (―Novo Mundo‖) os insectos responsáveis 
pela transmissão dos parasitas são do género Lutzomyia [2].  
 
 
1.1.1. Tipos de leishmaniose 
 
  As leishmanioses manifestam-se com diferentes sintomas clínicos possíveis, 
desde uma simples e inócua lesão cutânea, passando por uma forma mais grave 
mucocutânea, até a uma forma fatal (se não tratada) de leishmaniose visceral [1]. 
  A forma cutânea é caracterizada pelo aparecimento de úlceras em zonas da 
pele normalmente expostas como a cara, braços e pernas. Ocorre no ―Velho Mundo‖, 
maioritariamente por infecção de Leishmania major, L. tropica e L. aethiopica, e no 
―Novo Mundo‖, normalmente causada por L. mexicana e L. major [2]. 
  A forma mucocutânea, com destruição total ou parcial das membranas das 
mucosas nasal e oral, é uma variante da leishmaniose cutânea, normalmente causada 
por parasitas das espécies L. (Vianna) braziliensis e L. amazonensis [2]. 
  A forma visceral (VL, do inglês visceral leishmaniasis), também conhecida como 
kala azar (que significa ―febre negra‖), é considerada a forma de infecção mais severa, 
na qual os parasitas proliferam no fígado, baço e medula óssea, resultando numa forma 
de imunosupressão do organismo hospedeiro infectado e levando à morte, caso não 
seja tratada [1-4]. Esta forma da doença é causada por parasitas das espécies L. 
donovani e L. infantum no ―Velho Mundo‖ e por L. chagasi no ―Novo Mundo‖. Na figura 
1 encontram-se assinalados os países mais afectados pela leishmaniose visceral. 
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Figura 1 – Distribuição da leishmaniose visceral a nível mundial. As áreas endémicas desta doença 
(Portugal incluído) encontram-se assinalados a preto. Estes dados são de Outubro de 2003. Imagem 
adaptada de WHO [2]. 
 
Contudo, as infecções com estes parasitas não provocam necessariamente o 
desenvolvimento de um quadro clínico de doença. Apesar da grande ocorrência de 
casos de perigo de vida, a maioria das infecções não conduz ao desenvolvimento de 
quaisquer sintomas. Existem muitos factores que contribuem para o despoletar de uma 
infecção, como a variabilidade genética do hospedeiro, respostas imunes específicas, 
factores ambientais, entre outros [5]. Indivíduos imunodeficientes são mais vulneráveis 
às infecções com estes parasitas e têm uma grande probabilidade de desenvolver a 
doença quando são picados por insectos portadores de parasitas. De facto, tem-se 
registado um aumento de casos de co-infecção de leishmaniose e vírus HIV em vários 
países, incluindo Portugal, sendo a leishmaniose visceral a terceira doença oportunista 
de origem parasitária mais frequente em doentes com SIDA, na Europa [6]. 
 
 
1.1.2. Ciclo de vida de Leishmania 
 
Os parasitas do género Leishmania possuem um ciclo de vida dimórfico e 
complexo (ilustrado na figura 2). No tracto alimentar do vector de transmissão (mosca 
da areia) apresentam-se na forma de promastigotas, flagelados e extracelulares. Estas 
formas do parasita são promastigotas procíclicos na fase de alimentação da mosca da 
areia (estadio 3 na figura 2), tendo a capacidade de se multiplicar, diferenciando-se em 
promastigotas metacíclicos (estadio 4 na figura 2), que não se multiplicam e constituem 
a forma infecciosa para mamíferos. O processo de diferenciação entre estas duas 
formas de promastigotas designa-se por metaciclogénese. Quando infectam um 
mamífero, estes parasitas diferenciam-se em amastigotas aflagelados e intracelulares 
(estadio 7 na figura 2), residindo e multiplicando-se nos fagolisossomas dos 
macrófagos do hospedeiro (estadio 8 na figura 2) [7-11]. 
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Figura 2 – Ciclo de vida de Leishmania spp. A mosca da areia alimenta-se de sangue do hospedeiro (neste 
caso Humano), ingerindo macrófagos infectados com amastigotas (1); Os amastigotas são libertados (2) e 
transformam-se em promastigotas no tracto alimentar do vector (3). Os promastigotas multiplicam-se e 
migram ao longo do tracto alimentar do insecto, transformando-se em promastigotas metacíclicos (4), 
encontrando-se na fase infectante de mamíferos. Quando a mosca da areia se alimenta de sangue do 
mamífero, injecta os promastigotas metacíclicos no hospedeiro (5), que são fagocitados por macrófagos 
(6), onde se transformam em amastigotas (7). Uma vez dentro dos macrófagos, os amastigotas 
multiplicam-se, podendo infectar outros tecidos (8). Figura adaptada de Stuart K. et al. [12]. 
 
 
As diferenças de nutrientes disponíveis, pH, disponibilidade de oxigénio e 
temperatura que existem entre hospedeiros e vectores, influenciam a diferenciação dos 
parasitas de amastigotas a promastigotas e vice-versa. Por exemplo, condições de pH 
baixo e de baixas concentrações de oxigénio e de tetrahidrobiopeterina (BH4) no meio 
em que os parasitas se encontram promovem a metaciclogénese [7-11].  
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1.1.3. Leishmania infantum 
 
A espécie Leishmania infantum, endémica da bacia Mediterrânica, incluindo 
Portugal, é responsável pela leishmaniose visceral no Homem e em canídeos, sendo o 
cão o reservatório principal destes parasitas infecciosos. A sua prevalência relaciona-se 
com a distribuição e abundância dos vectores de transmissão do parasita [13-16]. O 
aumento do número e diversidade dos vectores e a crescente prevalência da 
leishmaniose na Europa são consequências do aquecimento global, bem como do 
aumento do número de casos de co-infecção com o vírus HIV [6,17]. 
Apesar da severidade da doença causada pelo parasita L. infantum, não existem 
vacinas e as terapias actuais são pouco eficazes. Existem alguns fármacos utilizados 
para o tratamento da leishmaniose visceral, como são exemplo os compostos 
antimoniais pentavalentes. No entanto, o antimónio é um composto tóxico, tendo o 
tratamento com este fármaco uma taxa de fatalidade de 3 a 5%. Muitos outros 
fármacos utilizados têm muitos efeitos secundários graves. Soluções lipossomais de 
anfotericina B (AmBisome, da Gilead Sciences) são o tratamento mais utilizado na 
Europa, com baixa toxicidade e poucos efeitos secundários. No entanto, ainda não 
foram concluídas as fases III e IV dos testes clínicos deste fármaco. Uma das limitações 
deste tratamento é o seu custo, o que dificulta a sua aplicação em países menos 
desenvolvidos como a Índia e o Bangladesh [18]. Por outro lado, tem-se vindo a 
verificar que os parasitas se tornam resistentes aos fármacos devido ao tempo 
prolongado de uso que estes exigem, sendo por isso necessário desenvolver novos 
fármacos, eficazes ao fim de algumas aplicações, com poucos efeitos secundários e 
economicamente acessíveis [18]. 
Na pesquisa do desenvolvimento de fármacos e de novos alvos terapêuticos, 
novas abordagens são fundamentais, tirando partido das características bioquímicas 
(metabolismo) e fisiológicas únicas destes parasitas que os distinguem dos seus 
hospedeiros. Uma outra ferramenta importante para estes estudos é o conhecimento 
do genoma deste parasita. O genoma de L. infantum foi o segundo do género 
Leishmania a ser sequenciado, encontrando-se disponível para consulta (GeneDB e 
TriTrypDB, [19]). Possui 36 cromossomas, 32 134 935 bp de tamanho e 8 154 genes 
codificantes [20]. Apesar da sua extensa anotação, quer por homologia de sequência, 
quer por caracterização da proteína, vários genes ainda se encontram por identificar. 
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1.2. A regulação genética e as modificações pós-traducionais em 
Leishmania 
 
 A expressão genética em Leishmania, e outros tripanossomatídeos, não ocorre 
ao nível da transcrição, mas sim a nível pós-transcricional e/ou pós-traducional, tendo 
uma importância fundamental na diferenciação do parasita [21,22]. Desta forma, a 
estabilidade do mRNA, a tradução e as modificações pós-traducionais (PTMs, do inglês 
post-translational modifications) das proteínas contribuem para a modulação da 
expressão genética nestes parasitas. Por outro lado, a complexidade do proteoma de 
Leishmania (e de outros tripanossomatídeos) depende em grande parte destas 
modificações pós-traducionais nas proteínas [1]. Foram já identificados vários tipos de 
PTMs em Leishmania, tais como a fosforilação, a metilação, a acetilação e a glicosilação 
[23-25]. 
 
 Uma importante modificação pós-traducional em proteínas, ainda pouco 
explorada em tripanossomatídeos, é a nitrosilação causada pelo óxido nítrico (NO, do 
inglês Nitric Oxide). Este importante mensageiro celular participa em mecanismos de 
oxidação-redução e de vias de transdução de sinal [26]. A reacção reversível do NO 
com proteínas ocorre ao nível das cisteínas, um processo denominado S-nitrosilação. 
Esta PTM tem um papel importante na regulação da função de proteínas [27] e só 
recentemente foi estudada em Leishmania (Marta Sousa Silva, dados não publicados). 
Verificou-se que ocorre nitrosilação endógena de proteínas em promastigotas de L. 
infantum, muito provavelmente devido à produção endógena de óxido nítrico. De 
facto, existem na literatura alguns indícios da síntese de NO em tripanossomatídeos 
pela acção do enzima sintase do óxido nítrico [28,29], embora não esteja identificado 
nenhum gene que codifique para este enzima nos genomas destes parasitas. 
 
1.3. Óxido nítrico e Sintase do óxido nítrico (NOS) 
  
O óxido nítrico tem sido largamente estudado nas últimas décadas, existindo já 
milhares de artigos com base nesta molécula. O NO é uma molécula gasosa e um 
radical capaz de regular inúmeros processos biológicos, como activar o guanilato 
ciclase, e interagir com metais de transição como o ferro, com grupos tiol, outros 
radicais, oxigénio, entre muitas outras moléculas [30]. Devido à sua reactividade, o NO 
pode funcionar como um mensageiro intracelular, como um neurotransmissor ou 
mesmo como hormona, assumindo uma enorme diversidade de funções de sinalização 
celular. No entanto, tal como qualquer outra molécula mensageira, a sua elevada 
concentração pode resultar em patologias [30]. 
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Esta molécula tem também uma importância significativa no sistema imunitário 
humano, tendo uma acção tumoricida e antimicrobiana, actuando como um agente 
tóxico para organismos infecciosos [31,32]. Os macrófagos possuem o enzima iNOS 
(sintase do óxido nítrico indutível) que sintetisa NO. Foi já demonstrado que estas 
células têm capacidade de matar parasitas do género Leishmania, in vivo, e que esta 
actividade anti-leishmanial é mediada pelo NO. Experiências realizadas em ratinhos que 
não possuem o enzima iNOS permitiram concluir que estes são incapazes de combater 
infecções por Leishmania major. Por outro lado, ratinhos wild-type (possuindo o enzima 
iNOS) demonstram grande eficiência no combate à infecção por estes parasitas [33,34]. 
 
 
 
Figura 3 – Efeitos de diferentes concentrações de óxido nítrico na célula. Baixas concentrações de NO 
promovem a acção de factores de transcrição e a actividade de enzimas que contêm heme, entre outras. 
Elevadas concentrações de NO estão normalmente associadas a patologias, podendo provocar, por 
exemplo, a desaminação do DNA e a nitração (em resíduos de Tyr). 
 
 
1.3.1. A síntese do óxido nítrico 
 
 O óxido nítrico é produzido por uma família de enzimas designados por sintases 
do óxido nítrico (NOS do inglês nitric-oxide synthase), EC 1.14.13.39, sendo o seu nome 
sistemático: L-arginina, NADPH:oxidoredutase de oxigénio. Estes enzimas catalisam a 
oxidação da L-arginina numa reacção dependente de NADPH, originando NO e L-
citrulina, com formação do intermediário N-hidroxi-L-arginina (reacção ilustrada na 
figura 4) [30,35,36]. São necessários vários cofactores para que ocorra a catálise, 
nomeadamente dinucleótido de adenina e flavina (FAD), mononucleótido de flavina 
(FMN), e (6R)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina (tetrahidrobiopterina, BH4), bem como a 
ligação de calmodulina (CaM) e cálcio (Ca2+) (o cálcio apenas em algumas isoformas) 
[36,37]. 
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Figura 4 – Reacção catalisada pelo enzima NOS. O substrato (L-arginina) é convertido a L-citrulina e óxido 
nítrico (NO) por acção do enzima, que necessita de diversos cofactores, ocorrendo a formação do 
intermediário N-hidroxi-L-arginina. Ca - cálcio; CaM - calmodulina; BH4 - tetrahidrobiopterina. Figura 
adaptada de Murad, F. [30]. 
 
Existem três isoformas destes enzimas identificadas em Humanos e noutras 
espécies: 
 - isoforma neuronal, foi a primeira a ser purificada, encontra-se em tecido 
neuronal e pode ter a notação de NOS-1, NOS tipo 1 ou nNOS. É uma forma 
constitutiva, cuja actividade é regulada pelo cálcio (Ca2+) e calmodulina [38]; 
 - isoforma indutível, designada por NOS-2, NOS tipo 2 ou iNOS, pode ser 
isolada a partir duma variedade de células, após a sua indução com mediadores 
inflamatórios [39]; está envolvida na resposta imune de defesa contra patogéneos.  
 - isoforma endotelial, presente em células endoteliais vasculares, foi a última a 
ser purificada, sendo designada por NOS-3, NOS tipo 3 ou nNOS. É também uma 
forma constitutiva dependente de cálcio e calmodulina [40]. 
 A massa molecular destas isoformas em humanos é de 161 kDa (nNOS), 131 
kDa (iNOS) e 133 kDa (eNOS) [41]. 
 
 
 Todos os NOS conhecidos possuem uma estrutura com um domínio oxigenase 
e um domínio redutase (figura 5). O domínio redutase destas proteínas apresenta uma 
elevada homologia com o citocromo redutase P-450 (figura 5), possuindo locais de 
ligação a cofactores idênticos e funções semelhantes. O local de ligação ao NADPH é o 
mais próximo do C-terminal, seguido do local de ligação ao FAD e ao FMN [36,42]. A 
oxidação da L-arginina ocorre no domínio oxigenase, no local de ligação ao heme [43]. 
O heme, a L-arginina e a tetrahidrobiopterina (BH4) têm locais de ligação próximos. Na 
interface dos domínios oxigenase e redutase da proteína, encontra-se o local de 
ligação à proteína calmodulina (CaM), que parece actuar como reguladora da corrente 
de electrões entre os dois domínios [44]. As formas constitutivas não contêm CaM 
ligada, mas na presença de cálcio ocorre a sua associação com grande afinidade, 
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resultando na activação do enzima. O iNOS possui a CaM fortemente ligada, 
considerando-se mesmo que esta é uma subunidade desta isoforma do enzima, sendo 
a sua actividade independente do cálcio [36,45]. 
 
 
 
Figura 5 – Representação esquemática das isoformas dos sintases do óxido nítrico (NOS) e do citocromo 
redutase P450. Existe uma grande semelhança entre os domínios redutase das várias isoformas de NOS e o 
citocromo redutase P450. O domínio oxigenase apresenta algumas diferenças entre as várias isoformas de 
NOS. Figura adaptada de Hobbs, A. et al [36]. 
 
 A forma activa do enzima NOS é dimérica, sendo os cofactores necessários, não 
apenas para a sua actividade catalítica, mas também exercem um papel fundamental 
no processo de dimerização. A formação do homodímero é promovida pela ligação de 
BH4 e L-arginina ([46], figura 6), apesar de existirem algumas evidências de que a BH4 
pode não ser necessária para a dimerização do eNOS [47,48]. 
 
 
 
Figura 6 – Esquema do processo de dimerização do enzima NOS. Depois da ligação de CaM (calmodulina), 
FMN (mononucleótido de flavina) e FAD (dinucleótido de flavina e adenina) ao domínio redutase ocorre a 
ligação de heme, possibilitando a associação de dois monómeros e a formação do dímero inactivo. O 
homodímero é activado na presença de BH4 (tetrahidrobiopterina) e Arg (L-Arginina). Figura adaptada de 
Chen, Y. et al. [46]. 
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1.3.2. Proteínas “NOS-like” 
 
 Alguns organismos possuem enzimas com uma função semelhante aos NOS de 
mamíferos, mas que apresentam diferenças a nível de sequência e de massa molecular. 
Estes enzimas, denominados ―NOS-like‖, catalisam a mesma reacção de síntese do NO 
a partir da  L-arginina, tendo BH4, FMN e FAD como cofactores. São exemplos algumas 
espécies de Bacillus (B. subtilis e B. anthracis, [49,50]), Deinococcus [51] e protozoários 
como Toxoplasmagondii [52]. Por exemplo, as massas moleculares destes enzimas  são 
40 kDa em B. subtilis e 11,6 kDa em Toxoplasma gondii [49,52]. 
  
 
1.3.3. NOS em tripanossomatídeos 
 
 Tendo em conta a importância do NO em vários organismos, este deverá 
exercer também um papel fundamental em mecanismos de sinalização celular em 
tripanossomatídeos, nomeadamente na modulação da função de várias proteínas, 
regulando a sua actividade e estabilidade. Existem algumas evidências na literatura  
que apontam para a existência de sintases do óxido nítrico nestes parasitas. Em várias 
espécies de Leishmania (L. amazonensis, L. braziliensis e L. chagasi) [29] e em 
Trypanosoma cruzi [28] foi já descrita a produção de NO por acção de um NOS activo. 
Contudo, ainda não se encontra descrito nenhum gene que codifique para o enzima 
NOS nestes parasitas e, ao realizar pesquisas bioinformáticas ao genoma destes 
parasitas (incluindo L. infantum), utilizando as sequências de isoformas humanas, não é 
possível encontrar genes homólogos entre espécies. 
  
12 
 
1.4. Objectivos 
 
 
Tendo em conta a importância do óxido nítrico (NO) na sinalização celular em 
todos os organismos e a ocorrência de nitrosilação de várias proteínas em Leishmania 
infantum, torna-se importante descobrir o gene que codifica para este enzima, produzir 
a proteína recombinante e caracterizá-la enquanto NOS. 
O primeiro objectivo do presente trabalho consistirá na identificaçao e 
isolamento do gene que codifica para este enzima, a partir de DNA genómico de L. 
infantum. Subsequentemente, pretende-se clonar o gene num vector de expressão 
para expressão da proteína recombinante em bactéria. Posteriormente, a proteína 
recombinante será purificada, de forma a caracterizá-la a nível cinético. 
 O segundo objectivo deste estudo é a caracterização cinética da proteína 
recombinante purificada.. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. Materiais e Métodos 
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2.1. Isolamento do gene candidato que codifica para o NOS 
2.1.1. Selecção do gene candidato 
 
 Foi realizada uma pesquisa no genoma de L. infantum (GeneDB [19]) para o 
gene codificante do NOS neste parasita. A procura por homologia de sequência dos 
genes ou proteínas não revelou qualquer candidato possível. Uma nova pesquisa  
baseada na identificação dos domínios e motivos conhecidos dos NOS de mamíferos, 
(Marta Sousa Silva), revelou um gene candidato para o NOS em L. infantum (GeneDB 
acc. nr. LinJ19_V3.1490). 
 
 
2.1.2. Isolamento do gene por PCR 
 
 O gene seleccionado foi isolado a partir de DNA genómico de L. infantum 
(clone MHOM/MA67ITMAP263) e foi amplificado por PCR (do inglês Polymerase Chain 
Reaction), recorrendo a oligonucleótidos iniciadores (primers) desenhados 
especificamente para este gene: primer sense ou forward 5’ - 
CCGCGCACATATGAGACGTCCGCGTGAGC - 3’, que contém o local de restrição 
reconhecido pelo enzima Nde I (sublinhado) e o codão de iniciação (negrito); primer 
anti-sense ou reverse 5’ - CACCGCTCGAGTCACTCAAATATGTTTCCCG - 3’, contendo o 
local de restrição reconhecido pelo enzima Xho I (sublinhado) imediatamente após o 
codão de terminação (negrito). A reacção de PCR foi realizada na presença de 1,25 U 
de polimerase de DNA Pfu (Promega), 20 pmol de primers, 5 µL de tampão (Pfu DNA 
Polymerase 10X Reaction Buffer, com 20 mM deMgSO4, da Promega) e 1 µL de dNTP’s a 
10 mM, num volume total de 50 µL. A reacção ocorreu nas seguintes condições: 95oC 
durante 2 minutos; 95oC durante 1 minuto, 50oC durante 45 segundos e 72oC durante 2 
minutos (dois ciclos); 95oC durante 1 minuto, 65oC durante 45 segundos e 72oC durante 
2 minutos (30 ciclos); 72oC durante 10 minutos. As reacções de PCR foram realizadas 
num termociclador PTC-100 Thermal Cycler da MJ Research. 
 
 Todos os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose de 0,8% (m/v) 
em tampão TAE (Promega), contendo GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium), 
visualizado sob luz UV. O marcador de massa molecular BenchTop 1kb DNA ladder 
(Promega) foi também separado por electroforese, juntamente com as amostras a 
analisar. As bandas correspondentes ao gene pretendido foram removidas e 
subsequente purificadas recorrendo ao kit Illustra GFX PCR DNA and Gel Band 
Purificationda GE Healthcare (seguindo as instruções do fabricante para a purificação 
do DNA). 
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2.2. Clonagem do gene num vector de expressão 
 
 Após o isolamento do gene, o DNA foi digerido com dois enzimas de restrição: 
Nde I e Xho I (Promega). As reacções de digestão foram realizadas num volume total de 
30 µL, com cerca de 800 ng do DNA purificado (gene), contendo tampão de digestão 
adequado a estes enzimas (3 µL de Buffer D, Promega), 3 µg de BSA e 5 U de cada um 
dos enzimas de restrição Nde I e Xho I. A reacção ocorreu a 37oC durante 4 horas. Foi 
ainda digerido o plasmídeo pET-28a (mapa do vector em anexo, 7.1.) com os mesmos 
enzimas de restrição e nas mesmas condições descritas. 
 
Os produtos das digestões foram analisados em gel de agarose (nas mesmas 
condições descritas na secção 2.1.2.) e as bandas do gene e do plasmídeo digeridos 
foram removidas e purificadas como mencionado anteriormente.  
 
 Para a reacção de ligação do gene ao plasmídeo (vector), foram testadas duas 
reacções com diferentes proporções molares de gene:vector: 1:1 e 2:1. As reacções de 
ligação do gene ao plasmídeo pET-28a, ocorreram em 15 µL de volume total, contendo 
1,5 U do enzima T4 DNA ligase (Promega), 1,5 µL do tampão de ligação adequado (10X 
Reaction Buffer, Promega), 100 ng do plasmídeo e 32,7 ng do gene (reacção 
gene:vector de 1:1), ou 65,4 ng do gene (reacção 2:1). As reacções ocorreram a 4oC, 
durante 16 horas. 
 
2.3. Transformação de células DH5α 
  
Foram transformadas células DH5α competentes (stock disponível, guardado a  
- 80oC) com o produto da ligação gene-plasmídeo, adicionando 10 µL deste a 150 µL 
de células. A mistura foi incubada em gelo durante 30 minutos. As células foram depois 
sujeitas a um choque térmico a 42oC durante 40 segundos, seguido de rápida 
transferência para gelo (permanecendo em gelo durante 2-3 minutos). Foram 
adicionados 800 µL de meio LB (10 g/L de triptona, 5 g/L de extracto de levedura, 10 
g/L de NaCl, pH 7.0) às células. A solução foi depois transferida para um tubo falcon de 
15 mL e foi incubada a 37oC durante 1 hora, a 250 rpm. Após este tempo, a amostra foi 
novamente transferida para um microtubo e procedeu-se à sua centrifugação a 10000 
rpm, numa centrífuga de bancada (MiniSpin Eppendorf) durante 2 minutos, à 
temperatura ambiente. Grande parte do sobrenadante foi descartado e as células 
foram ressuspendidas em cerca de 100 µL do restante sobrenadante, tendo sido 
plaqueadas em meio de cultura LB com agar (15 g/L agar), suplementadas com 30 
µg/mL de canamicina (Sigma). A resistência à canamicina é conferida pelo plasmídeo 
pET-28a, sendo utilizado este antibiótico para a selecção dos transformantes. As placas 
foram incubadas durante 16 h, a 37oC. 
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2.3.1. PCR colony 
  
Para confirmar o sucesso da ligação e transformação das células, foi feito um 
PCR colony de algumas colónias de bactérias transformantes que cresceram nas placas. 
Neste PCR foi utilizado o enzima polimerase de DNA Go Taq (1 U, Promega), com 4 µL 
do tampão apropriado para o mesmo (5X Green GoTaq Reaction Buffer da Promega, 
contendo loading buffer), 8 pmol dos primers forward e reverse do gene candidato 
(utilizados no PCR realizado anteriormente), 0,4 µL dNTP’s a 10 mM e 2 mM de MgCl2 
num volume total de 20 µL. A reacção ocorreu nas seguintes condições: 94oC durante 2 
minutos; 94oC durante 1 minuto, 65oC durante 45 segundos e 72oC durante 2 minutos 
(30 ciclos); 72oC durante 10 minutos.  
Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose, nas condições 
descritas anteriormente (secção 2.1.2.).  
 
2.4. Extracção do DNA plasmídico 
  
Foram seleccionadas 4 das colónias analisadas, que continham o gene 
candidato para crescimento em 3 mL de meio LB líquido, suplementado com 30 µg/mL 
de canamicina (Sigma), durante 16 horas, a 37oC e com agitação a 250 rpm. Após o 
crescimento das bactérias, foi extraído o DNA plasmídico, recorrendo ao kit de 
extracção Illustra plasmid Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare), seguindo as instruções do 
fabricante. O processo de extracção do kit baseia-se no método de lise alcalina, em que 
se utiliza SDS-NaOH para lisar as células e desnaturar as proteínas e o DNA, seguindo- 
-se uma neutralização com acetato de potássio, que promove a renaturação apenas do 
DNA plasmídico. 
 
O DNA plasmídico foi quantificado espectrofotometricamente a 260 nm 
(         bs260                                ). 
 
2.5. Expressão da proteína recombinante 
2.5.1. Células de expressão BL21 
  
A expressão da proteína recombinante foi induzida em células BL21-CodonPlus 
(Stratagene) e ainda em cinco estirpes de BL21 (DE3) (Novagen) contendo plasmídeos 
para co-expressão de chaperones. As células BL21-CodonPlus possuem genes que 
codificam alguns tRNAs considerados raros nestas bactérias, mas que normalmente são 
abundantes nos organismos eucariotas. Desta forma, evita-se que ocorra uma limitação 
da tradução da proteína pretendida. Estes genes encontram-se clonados num  
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plasmídeo que confere resistência ao cloranfenicol sendo utilizado este antibiótico no 
meio de cultura (à concentração de 34 µg/mL) para selecção das células transformadas 
[53]. 
As estirpes BL21 (DE3) utilizadas contêm plasmídeos para a co-expressão de 
chaperones e/ou chaperoninas (descritos no quadro 1) que ajudam ao folding de 
proteínas expressas nestas células. Estes plasmídeos têm um gene de resistência à 
spectinomicina, sendo possível complementar o meio destas células com este 
antibiótico (à concentração de 34 µg/mL) para a sua selecção [54]. 
 
Quadro 1 – Lista das bactérias utilizadas com plasmídeos de expressão de diferentes chaperones e/ou 
chaperoninas 
 
Denominação  Chaperones e/ou chaperoninas expressas 
CC1 GroESL 
CC2 DnaK/ DnaJ/ GrpE/ ClpB/ GroESL de baixa expressão 
CC3 DnaK/ DnaJ/ GrpE 
CC4 DnaK/ DnaJ/ GrpE/ ClpB 
CC5 DnaK/ DnaJ/ GrpE/ ClpB/ GroESL de elevada expressão 
 
 
2.5.2. Células BL21 competentes 
  
Para a obtenção de células de expressão competentes, seleccionaram-se 
algumas colónias de uma placa contendo estas células, que foram de seguida crescidas 
em 3 mL de meio LB, suplementado com o antibiótico adequado, a 37oC durante 16 
horas, a 250 rpm. O método utilizado para a obtenção de células competentes foi uma 
adaptação do método de Cohen et al. [55]. Utilizaram-se 500 µL da cultura crescida 
para a inoculação de 10 mL de meio LB, suplementado com o antibiótico adequado, e 
colocou-se a cultura a crescer a 37oC, a 250 rpm, durante 3 horas, para que as células 
atingissem a fase exponencial. Após este tempo, as células foram centrifugadas a 1200 
g, durante 7 min, a 22ºC (Eppendorf Centrifuge 5804R) e o pellet foi ressuspendido em 3 
mL de CaCl2 a 50mM frio. As células foram incubadas em gelo durante 20 min. Após 
este tempo, procedeu-se a uma nova centrifugação, nas mesmas condições, e o pellet 
resultante foi ressuspendido em 1 mL de CaCl2 a 50 mM e as células foram incubadas 
em gelo durante uma hora. Após este procedimento, as células encontram-se nas 
condições ideais para transformação com o DNA plasmídico. 
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2.5.3. Transformação de células BL21 competentes 
  
Foram adicionados 200 ng de DNA plasmídico a 100 µL de células BL21 
competentes, sendo a mistura incubada em gelo durante 40 min. Seguidamente as 
células foram sujeitas a um choque térmico a 42oC, durante 2 min, sendo rapidamente 
transferidas para gelo, onde permaneceram durante 3 min. Adicionou-se 1 mL de meio 
LB (não suplementado) às células, sendo esta cultura colocada a 37oC, com agitação, 
durante cerca de uma hora. Seguidamente, as células foram sedimentadas por 
centrifugação a 10000 rpm (numa centrífuga de bancada), durante um minuto. Retirou-
-se a maioria do sobrenadante, reservando cerca de 100 µL para ressuspender as 
células. Estas foram plaqueadas em meio LB com agar, suplementado com 
cloranfenicol (34 µg/mL), (e 30 µg/mL de spectinomicina no caso das células BL21 
(DE3)) e 30 µg/mL de canamicina (para selecção dos transformantes), e colocadas a 
crescer a 37oC durante 16 horas.  
 
 Para confirmar o sucesso da transformação das células, fez-se um PCR colony de 
algumas colónias que cresceram nas placas (nas mesmas condições descritas 
anteriormente, na secção 2.3.1.). 
 
2.6. Indução da expressão da proteína recombinante 
  
Foram testadas várias condições de indução da expressão da proteína 
recombinante para as diferentes estirpes de bactérias utilizadas, nomeadamente a 
temperatura de crescimento das culturas (30oC e 37oC), a concentração de indutor IPTG 
(0,1 mM, 0,2 mM, 0,5 mM e 1mM) e o tempo de indução (3h e 5h). Estas diferentes 
condições testadas encontram-se resumidas no quadro 2. 
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Quadro 2 – Resumo das condições testadas para a expressão da proteína recombinante.  
 
Células Temperatura [IPTG] Tempo de indução 
BL21-CodonPlus 30ºC 
0,1 mM 
3h 
0,5 mM 
BL21-CodonPlus 37ºC 
0,1 mM 
3h 
0,2 mM 
0,5 mM 
1,0 mM 
CC1 37ºC 0,2 mM 3h 
CC2 37ºC 0,2 mM 3h 
CC3 37ºC 0,2 mM 
3h 
5h 
CC3 37ºC 0,5 mM 
3h 
5h 
CC3 37ºC 1,0 mM 
3h 
5h 
CC4 37ºC 0,2 mM 3h 
CC5 37ºC 0,2 mM 3h 
  
  
 Para a indução da sobre-expressão da proteína recombinante em pequena 
escala, seleccionaram-se algumas colónias da placa de crescimento (em que se 
confirmou a presença do gene candidato por PCR colony) que foram colocadas a 
crescer em 3 mL de meio LB, suplementado com os respectivos antibióticos e glucose 
(0,1% m/v), durante 16 horas, a 37oC e a 250 rpm. Foi medida a densidade óptica (OD 
do inglês optical density) destas culturas a 600 nm, sendo diluídas no mesmo meio de 
cultura para uma OD600 nm igual a 1, num volume final de 20 mL. As células foram 
incubadas a 37oC com agitação, até  atingirem uma OD600 nm de aproximadamente 0,6 
(células em fase exponencial de crescimento). Após esta incubação, foram retirados 2 
mL de cultura não induzida para controlo (tempo zero) e adicionou-se IPTG a alíquotas 
de 4 mL de cultura, cada uma com a concentração indicada de indutor, sendo 
incubadas a 30ºC ou a 37ºC, com agitação (250 rpm), durante 3 ou 5 horas, conforme 
as condições indicadas no quadro 2. Posteriormente, todas as culturas (incluindo a 
cultura de células não induzidas) foram centrifugadas a 2000 g (Eppendorf Centrifuge 
5804 R), durante 5 min. e os pellets foram ressuspendidos em 100 µL de tampão PBS (8 
g/L NaCl, 0,2 g/L KCl, 3,58 g/L Na2HPO4.12H2O, 0,24 g/L KH2PO4, pH 7,4) por cada mL 
de cultura induzida. 
As células foram lisadas por sonicação (4 ciclos de 15 segundos a 50%, ciclos de 
0,5, com incubação em gelo entre cada ciclo), após a qual foram recolhidos 40 µL de 
amostra (fracção total). O restante volume foi centrifugado a 6800 g, durante 15 min, a 
4oC (Eppendorf Centrifuge 5804 R) separando-se o sobrenadante (fracção solúvel) e do 
pellet (que se ressuspendeu no mesmo volume de PBS, fracção insolúvel). 
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Todas as fracções recolhidas foram analisadas em gel de poliacrilamida a 12% 
(10 µL amostra + 2,5 µL de tampão de carga (4X: 62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8, 20% (v/v) 
glicerol, 2% (m/v) SDS, 5% (v/v) β-mercaptoetanol, 0,025% (m/v) azul de bromofenol), 
em condições desnaturantes (SDS-PAGE). Os marcadores de massa molecular Precision 
Plus Protein Standards (All Blue) da BioRad foram também separados no mesmo gel. A 
electroforese foi realizada num sistema MiniProtean 3 da BioRad, de acordo com as 
instruções fornecidas pelo fabricante. 
 
 Tendo em conta os resultados da indução em pequena escala, foram 
seleccionadas as condições mais adequadas para a expressão da proteína 
recombinante em grande escala: expressão da proteína em células BL21-CodonPlus, 
com indução a 37oC, 0,5 mM de IPTG, durante 3 horas. 
 
2.7. Solubilização dos corpos de inclusão e da proteína 
recombinante 
  
A proteína recombinante de L. infantum, contendo uma tag de 6 histidinas, é 
expressa em E. coli BL21-CodonPlus na fracção insolúvel, ou seja, em corpos de 
inclusão criados pelas bactérias. Assim, após a indução da expressão da proteína, as 
células foram centrifugadas como descrito anteriormente, o sobrenadante foi 
descartado e o pellet foi solubilizado com PBS. As células foram lisadas por sonicação 
(10 ciclos de 10 segundos a 70%, ciclos de 0,7, com incubação em gelo entre cada 
ciclo). A fracção insolúvel foi obtida por centrifugação a 13000 g, 5 min (descartando-se 
o sobrenadante), sendo as proteínas solubilizadas com 8 M de ureia em PBS. Esta 
solubilização foi feita por aumento gradual da concentração de ureia na solução de 
resuspensão, nomeadamente 1M, 2M, 4M e 8M ureia em PBS. Em cada passo de 
solubilização, o pellet foi resuspendido no tampão ureia-PBS, sendo seguidamente 
centrifugado a 10000 g durante 10 min, a 4°C. Após resuspensão na solução final, 
contendo 8M de ureia, a mistura foi congelada em azoto líquido. Depois de 
descongelada em gelo, esta fracção foi centrifugada a 13000 g, durante 10 min, a 4oC, 
sendo guardado o sobrenadante (a - 20ºC) para análise e purificação da proteína 
recombinante. 
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2.8. Purificação da proteína recombinante 
 
A purificação da proteína recombinante foi alvo de um extenso processo de 
optimização. A proteína recombinante possui uma tag de poli-histidinas no N-terminal, 
característica conferida pelo vector de expressão pET-28a. Deste modo, a proteína foi 
purificada por IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography), testando-se resinas 
de diferentes marcas, contendo níquel ou cobalto. Foi ainda testada a purificação da 
proteína na sua forma nativa e na forma desnaturada, a temperatura de purificação, o 
tempo de incubação da proteína com a resina, o tampão utilizado no processo de 
purificação e  as condições de eluição da proteína. 
 As condições de purificação testadas encontram-se sumarizadas no quadro 3: 
 
Quadro 3 –Sumário das condições de purificação testadas. 
 
Resina 
utilizada 
Metal 
imobilizado 
Tampão de 
purificação 
Condições da 
proteína 
Tempo de 
incubação 
com a resina 
Temperatura de 
purificação 
Eluição 
GE Healthcare 
(em coluna) 
Níquel 
Tris / imidazolo 
Nativa 1 h 4ºC 
Tris / imidazolo 
PBS / imidazolo PBS / imidazolo 
Cobalto Tris / imidazolo Nativa 1 h 4ºC Tris / imidazolo 
Qiagen 
(em batch) 
Níquel 
Tris / imidazolo Nativa 16 h 4ºC Tris / imidazolo 
PBS / imizadolo Nativa 16 h 4ºC PBS / imidazolo 
PBS / imizadolo Desnaturada 
2 h 
Temperatura 
ambiente 
PBS / imidazolo 
2 h 
Decréscimo do 
pH (6 a 4) 
Millipore 
Magnetic 
Beads 
(em batch) 
Níquel PBS / imizadolo Desnaturada 1,5 h 
Temperatura 
ambiente 
PBS / imidazolo 
 
  
 A purificação da proteína recombinante foi realizada em coluna e em batch. Na 
purificação em coluna a resina utilizada (contendo níquel ou cobalto) foi aplicada numa 
coluna e, após compactação da mesma, foi equilibrada com o tampão utilizado ao 
longo do processo de purificação (Tris ou PBS). A amostra (fracção insolúvel 
solubilizada após sonicação e diálise) contendo a proteína a purificar foi aplicada no 
topo da coluna, percorrendo a resina por acção da gravidade. A proteína recombinante 
permanece retida na resina, devido à afinidade da sua His-tag para os iões de níquel ou 
cobalto, enquanto que as restantes proteínas são eliminadas no flow-through. A 
proteína recombinante foi eluída da coluna aplicando um tampão (Tris ou PBS), 
contendo concentrações crescentes de imidazolo (que compete para a ligação aos iões 
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da resina), sendo recolhidas fracções de cerca de 1 mL em microtubos, para análise por 
SDS-PAGE.  
 
  Na purificação em batch, a amostra contendo a proteína recombinante foi 
incubada com a resina durante cerca de uma hora, com agitação orbital. Em algumas 
purificações a amostra foi aplicada na sua forma nativa (como descrito anteriormente). 
Noutras incubações, a proteína encontrava-se desnaturada com 8 M de ureia; neste 
caso, todas as lavagens e eluições subsequentes foram feitas com tampão contendo o 
agente desnaturante. Seguidamente, procedeu-se à centrifugação do conteúdo do 
microtubo (numa centrífuga de bancada, a 800 rpm), eliminando-se o sobrenadante, 
que possui as proteínas que não têm afinidade para a resina. A proteína recombinante 
foi eluída, aplicando tampão contendo imidazolo na resina e procedendo a uma nova 
centrifugação para retirar o sobrenadante que deverá conter a proteína recombinante 
purificada. As várias fracções recolhidas ao longo do processo de purificação foram 
sujeitas a análise por SDS-PAGE. 
 
Todas as tentativas de purificação descritas no quadro 3 foram monitorizadas 
aplicando as fracções em géis de poliacrilamida (12%) em condições desnaturantes 
(SDS-PAGE), tendo o cuidado de não ferver as amostras contendo ureia. 
 
O método de purificação que produziu melhores resultados consistiu na 
aplicação da proteína desnaturada (em ureia 8M) directamente à resina, obtendo-se 
uma fracção de proteína recombinante de maior pureza utilizando as Millipore Nickel 
Magnetic Beads. 
 
 
2.8.1. Diálise e concentração da proteína recombinante 
 
As fracções que continham a proteína recombinante (pela análise do SDS-PAGE) 
foram agrupadas e dialisadas a 4ºC contra tampão PBS, com o objectivo de eliminar a 
ureia e o imidazolo de uma só vez. Foi utilizado um tubo de diálise SnakeSkin com um 
poro de 10 kDa (Pierce), diminuindo gradualmente a concentração de ureia no tampão 
de PBS: 4 M de ureia durante 2 horas, 2 M de ureia durante 2 a 16 horas, 1 M de ureia 
durante 2 horas, e apenas PBS durante 2 a 4 horas. 
 
 
2.8.2. Quantificação da proteína 
 
A concentração da proteína recombinante e de todos os extractos proteicos 
preparados ao longo deste trabalho, foi determinada por espectrofotometria, 
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recorrendo ao reagente da Bio-Rad Protein Assay, baseado no método de Bradford 
[56], seguindo as instruções do fabricante. A concentração de proteína foi determinada 
recorrendo a uma recta de calibração calculada com concentrações conhecidas de 
albumina de soro bovino (BSA, do inglês Bovine Serum Albumin), utilizando o mesmo 
reagente. As leituras de absorvência foram realizadas a 595 nm no espectrofotómetro 
de matriz de díodos DU 7400 da Beckman. 
 
2.9. Análise de proteínas por peptide mass fingerprint  (PMF) 
 
 De forma a confirmar a identificação da proteína recombinante sobre-expressa, 
foi feita uma análise por PMF utilizando o método descrito por Shevchenko et al. [57]. 
Após separação por SDS-PAGE, a proteína que migra na zona correspondente aos 64 
kDa foi excisada para posterior digestão em gel. Esta técnica foi ainda utilizada para 
analisar a expressão da proteína NOS em promastigotas de L. infantum. Do mesmo 
modo, as proteínas totais (preparadas como descrito no ponto 2.10 desta secção) 
foram separadas por SDS-PAGE, cortando-se a banda proteica correspondente aos 64 
kDa para análise por PMF. 
 
 
2.9.1. Digestão com tripsina 
 
 As bandas seleccionadas foram cortadas manualmente do gel com um bisturi e 
colocadas em microtubos. Cada banda foi lavada individualmente com água e com 
acetonitrilo (ACN) a 50 % (v/v), com agitação à temperatura ambiente, até que a banda 
se tornasse transparente. Seguidamente, foi adicionado ACN a 100 % e estas foram 
deixadas a secar ao ar. Nestas lavagens foram utilizados 100 µL de cada solução. 
 Subsequentemente as proteínas foram reduzidas, adicionando uma solução de 
ditiotreitol (DTT) a 10 mM em tampão NH4HCO3 a 100 mM, e com incubação a 56ºC 
durante 45 min, com agitação. As proteínas foram depois alquiladas com a adição de 
55 mM de iodoacetamida em tampão NH4HCO3 a 100 mM e incubação no escuro 
durante 30 min. Após o processo de redução e alquilação, as bandas foram lavadas e 
deshidratadas duas vezes com ACN 100% (v/v). (Foi adicionado um volume suficiente 
para cobrir a banda, de cada solução utilizada). 
  Seguidamente, as bandas foram rehidratadas com volume suficiente de tampão 
50 mM NH4HCO3 contendo 6,7 ng/µL de tripsina (sequencing-grade modified trypsin, 
Promega), durante 30 min em gelo. (Este enzima hidrolisa proteínas nos resíduos de 
arginina e lisina, R-X e K-X, excepto quando X é uma prolina). O excesso de solução de 
hidrólise foi removido no final do tempo de incubação, adicionando-se de seguida 
tampão NH4HCO3 a 50 mM num volume suficiente para cobrir a banda. A hidrólise 
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ocorreu a 37ºC durante 16 horas. Após este tempo, a solução (contendo os péptidos) 
foi recuperada e guardada a - 20ºC. 
 
 
2.9.2. Aplicação das amostras na placa de MALDI 
 
 Foram preparadas colunas em pontas Gel loader (Eppendorf), contendo resina 
R2 (Applied Biosystems) em ACN 100 % (v/v). A resina foi lavada com ACN 50 % (v/v) e 
as colunas foram guardadas a 4ºC com TFA (ácido trifluoroacético) a 0,1 % (v/v). Antes 
da aplicação da amostra, o TFA foi removido das colunas, sendo de seguida aplicado 
todo o volume da amostra na coluna. Para eluir a amostra, utilizou-se 0,5 µL de solução 
de matriz (5 mg/mL α-CHCA (ácido α-ciano-4-hidroxicinamínico, Fluka) em TFA a 0,1 % 
(v/v) diluído em  CN 50 % (v/v)),  sendo a eluição feita directamente nos ―spots‖ da 
placa de MALDI (MALDI target AnchorChip, Brüker Daltonics). As misturas de péptidos 
foram analisadas por MALDI-FTICR-MS no espectrómetro de massa Apex Ultra da 
Brüker, Apollo II Combi-Source (Brüker Daltonics), com um magneto de 7 Tesla 
(Magnex Corporation). 
 
 
2.9.3. Análise das amostras 
 
As massas monoisotópicas dos péptidos foram determinadas, utilizando o 
algoritmo SNAP 2, no software Data Analysis versão 4.0 (Brüker Daltonics). Foi realizada 
uma calibração externa, utilizando o espectro de digestão tríptica da BSA e os dados 
foram processados e analisados recorrendo ao software Biotools 3.2 (Brüker Daltonics, 
Bremen). A identificação das proteínas foi feita com o programa MASCOT 
(www.matrixscience.com), utilizando o software BioTools 3.2 (Brüker Daltonics). 
(Análises realizadas pelo Doutor Gonçalo Costa). 
 
2.10. Preparação de extractos proteicos de parasitas L. infantum 
 
 As culturas de promastigotas de L. infantum, em fase estacionária de 
crescimento, foram fornecidas pela Doutora Ana Tomás (sub-grupo Leishmania, IBMC, 
Porto). 
 Os parasitas (125 mL de volume, 4,374 x 107 células/mL) foram centrifugados 
durante 7 minutos, a 4ºC, a 3500 g (Eppendorf Centrifuge 5804 R). Após a remoção do 
sobrenadante, foi adicionado tampão PBS (pH 7,4) para lavagem das células, seguindo-
se uma nova centrifugação, nas mesmas condições. O pellet obtido foi ressuspendido 
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em 1 mL de PBS, tendo esta solução sido transferida para dois microtubos. Procedeu-se 
a uma nova centrifugação, durante 7 minutos, a 4ºC, a 10500 g. 
 O pellet obtido foi suspendido em tampão de extracção (20 mM HEPES, 1 mM 
EDTA, 1 mM PMSF (inibidor de proteases)), numa proporção de 600 µL de tampão por 
cada 50 mg de pellet. Foi adicionado igual volume de esferas de vidro e realizaram-se 3 
ciclos de vórtex intenso e gelo (1 min. vórtex + 1 min. gelo, alternadamente). A solução 
foi centrifugada a 10500 g, durante 10 min., a 4ºC, recuperando o sobrenadante para 
um novo microtubo. 
 Foi feita a quantificação proteica da solução obtida, pelo método de Bradford, 
descrito anteriormente na secção 2.8.2. [56]. 
 
2.11. Ensaios cinéticos do enzima NOS 
 
A actividade do NOS foi determinada através da conversão de oxihemoglobina 
(Oxi-Hb) à sua forma oxidada, metahemoglobina (Met-Hb), pelo óxido nítrico (NO). 
Esta reacção é seguida pela monitorização da diferença de absorvências a 401 e 421 
nm (os espectros das duas formas de hemoglobina encontram-se no anexo 7.2.) [58]. 
 A Oxi-Hb foi preparada adicionando ditionito de sódio em excesso (20X mais 
ditionito de sódio) a uma solução de 20 mg/mL de hemoglobina (Hb) de bovino 
(Sigma) em tampão HEPES 50 mM (pH 7,4). A solução foi agitada cuidadosamente até 
que a cor mudasse de castanho (Met-Hb) para vermelho-vivo (Oxi-Hb). O ditionito de 
sódio em solução foi eliminado por diálise da solução de Oxi-Hb contra tampão HEPES 
50 mM, pH 7,4, durante 24 horas, a 4oC, com agitação (sendo o tampão HEPES 
substituído 3 vezes), utilizando um tubo de diálise (Midi D-Tube Dialyzers, Novagen). A 
concentração de oxihemoglobina (normalmente entre os 8 e 12 µM) foi determinada 
espectrofotometricamente a 415 nm (ε415nm = 131,0 mM
-1cm-1), e o seu grau de pureza 
foi avaliado por análise do seu espectro característico [58]. 
 Os ensaios cinéticos para seguir a conversão da Oxi-Hb em Met-Hb foram 
efectuados num volume total de 1 mL. As reacções continham 1,5 mM de CaCl2, 6 µM 
de Oxi-Hb, 200 µM de BH4, 100 µM de L-arginina (para a determinação do Km foram 
utilizadas concentrações entre 1 µM e 1 mM), 150 µM de NADPH, 1 µM FMN, 1 µM 
FAD, 100 nM de CaM e a proteína recombinante ou o extracto proteico. Todos os 
reagentes foram preparados em tampão HEPES a 50 mM, pH 7,4 e para perfazer o 
volume de 1 mL foi também utilizado este tampão. A reacção foi seguida durante 10 
min, sendo a reacção enzimática iniciada com a adição de proteína recombinante (15 
µg) ou do extracto de L. infantum (60 µg). Os ensaios foram realizados a 30ºC num 
espectrofotómetro de matriz de díodos da Agilent, com temperatura controlada e 
agitação na cuvette. A taxa de conversão foi calculada utilizando o coeficiente de 
extinção molar ε421-401nm = 77,2 mM
–1cm–1 [58]. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. Resultados e Discussão 
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3.1. Isolamento e análise do gene que codifica para o NOS em   
L. infantum 
 
 
 
 A pesquisa e análise no genoma de L. infantum de domínios característicos de 
NOS revelou um gene candidato que codifica para uma proteína do tipo 
oxidoredutase, com o nome sistemático LinJ19_V3.1490. Este gene, presente no 
cromossoma 19, com um tamanho de 1755 bp (tabela 1; região codificante na figura 7), 
foi amplificado a partir do DNA genómico de L. infantum (clone 
MHOM/MA67ITMAP263).  
 
 
 
Tabela 1 – Propriedades do gene e da proteína sintase do óxido nítrico de L. infantum. 
 
Número de acesso no GenBank  
Gene HM347597 
UniProt ID  
Proteína A4HYH5 
Localização no genoma de L. infantum  
Cromossoma 19 
Localização 627194 – 628949 bp 
Tamanho 1755 bp 
Tamanho do mRNA (incluindo codões de iniciação e 
terminação) a 
1755 bp 
Número de aminoácidos a 584 
Ponto isoeléctrico (sem His-tag) a 4,96 
Massa molecular (sem His-tag) a 64,12 kDa 
a Deduzido a partir da sequência do gene ou da proteína. 
 
 
30 
 
ATGAGACGTC CGCGTGAGCC AGCACCAGGG GAGTGCTGTG GAAGCGGGTG TACCCGCTGC GTATGGGATA  
TTTACTACGA TGAAGTCGCC AGATTTGAAG AGCTTATAGC AGGCGGGGGG ATCGAAGAGG ATTGCACCCA  
ATCCTCAGAG GAGGAAGAGG TTGTTAATTA TATCGGTTCC GTTGTGGTGA AGTACATTGA TCCACCAGCT  
TTGCCCACCA CAGGCTCTCC AGGTGAGTGG GAGAGAGCCG AAATGAAGGC GCGCGGTTTC TTTCCCATTG  
ACAGAATCGA ACTAGTGAGC TGCAGCACAT CCCTGTTTTC TCCAACTGAT CCGGGAATCA GCGTCGTCAA  
CCTCTTCACA TCCGCAAAAG GCAGGACAAT GCTACCAGGC GATGTAGTGG AGGTTCTTGT GACTAACAGT  
CGCGGTACTC AGGACGCCGA TGACGTTGAG AGGCTGTGCA AGGCGCTTCG CCTGGATCCG TATGCGTGGT  
GCGAGCTGCA TCGCTCCCCG TTTGTGCCGG AAGACAACTT TCCCCCGTGG CTTCCGCTAC AAAAGCCTCT  
GACACTTGGA CAGCTTCTCT CTGCCTACGT CGATATAAGC AGTAGTAGCT ACCTGTTGCA TCAGAGCTTT  
TTCGAAAGTC TTTTTCGAAT TTACAGCGAC TCCAAACCTT CCTCAGCATC TTCGACTTCA ACCACCCCGT  
CACCCGATCC AGAGAAGGTG CGACTTCTTG AGGCCTGCGC GTCCTCTGAA ACAGGTCCCC AGCTGCTGCG  
TTCGCTGTCA AAAAGCAGTA CACCGCTTTG CTACCCTTCT CTTGTCGACG TACTTGAGGT CTTTTCCTTC  
GTCCAAATTC CACTTGACCG TCTCCTTGAG GTCAGTGGAC CGCTCCAGAC GCGCAGGTAT AGCCTGGCAA  
ACTGGATTCC TGCAACGCTT CCGCCAAGCC CACTTCAGCT GTGCATGAGG GAGGTGTGCG CTCGACGCTC  
TGCAAATTTA CCTGCAGCTA CTGCCGTTGG CGCGGACGCT CAGCGCGTTG CAGACATGCT CAACAGAGCT  
GCTCAGGATG CCTCCAGGGA CCACAGCGAC TTTTTCTTTG GACACACGTC CCACCCGTTG TGTTGTGCAG  
CGCGCTCTAT GACGAGGAGC GCAGCTGCCG CAGGTCAGAG AGGCATGTAC GTCAGCTTTT CTCTTTTTGG  
AAACTCTTTA TTTGCCCGGC AGCTTCAGGC TGGATGCACA GCTCTGTGCA ACCCTGCTCA AGCCAAGAGT  
TTGTGCAGTC AACTTTTTCT TATCGGGTGT GGCACAGGGA TTGCTCCTTT GATTGCGGCT GTCACGCAGC  
TGATGCTTCG TCGCGCCTCC ACAGCCGCCG GCAGTGCTCC GTTTCCATGC TGGGTGTTCT ACGGAGCGCG  
CACAAAGGCG GAACTTTTGT ATGATGAAAC CCTCCAGGAA GCACTGAGGA CAGGAGCCAT TGCCAAGTAC  
GAGTACGCGC TTTCCCGAGA GGAGGACAAT AAGAAGCAAG GCAGGTATGT GACCGACCTT GTGAAGCGGA  
ACAGGCTAAT GGTCACGGGT TCCCTGCAAA ACGAGGGTCA GCTATTTGTG TGTGGTCCGG CAAAGGCTCT  
TCTATCTGTT CGGCAGCTGG TCAAGTGCGA CCTGCTCGCC GAGCCAGACG ATGATGACAG TGTGCAGGAG  
CAACGACTGT TGATGCTAGA GGATCGAGGG CGACTGAACT TCGATATATG GAGCACGGGA AACATATTTG  
AGTGA 
 
Figura 7 – Sequência da região codificante do gene seleccionado, possível candidato que codifica para o 
enzima NOS de L. infantum (GenBank acc. nr. HM347597). 
 
 
 Os produtos da amplificação deste gene foram separados em gel de agarose 
(figura 8). As bandas intensas visíveis nas lanes 1, 2, 3 e 4 do gel, entre os marcadores 
moleculares de 2000 e 1500 bp, foram retiradas e purificadas.  
 
 
 
 
Figura 8 – Amplificação do gene LinJ19_V3.1490 (1755 pb) por PCR, a partir do DNA genómico de L. 
infantum. Na lane designada por M foi aplicado marcador BenchTop 1kb DNA ladder (Promega); nas lanes 
1, 2, 3 e 4 foram aplicados os produtos de PCR da amplificação do DNA genómico de L. infantum com 
primers específicos; na lane 5 foi aplicado o produto de PCR controlo, sem DNA genómico; a lane 6 
contém o produto de PCR controlo, sem primers. Não eram visíveis quaisquer bandas nas lanes 5 e 6 em 
todo o gel. As bandas das lanes 1 a 4 foram cortadas para purificação do DNA. Imagem apresentada com 
cores invertidas. 
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 O DNA purificado foi digerido com os enzimas de restrição Nde I e Xho I e foi 
clonado num plasmídeo pET-28a, digerido com os mesmos enzimas de restrição, para 
a expressão da proteína recombinante em E. coli. O sucesso da clonagem foi 
comprovado por PCR colony, através da amplificação do DNA plasmídico após a 
transformação de bactérias da estirpe DH5α (figura 9).  
 
 
Figura 9 – Amplificação do gene LinJ19_V3.1490 (1755 pb) por PCR a partir de 7 colónias de bactérias 
DH5α transformadas, escolhidas aleatoriamente. Na lane M foi aplicado marcador BenchTop 1kb DNA 
ladder; nas restantes lanes foram aplicados os produtos de PCR colony, realizado para confirmar o sucesso 
da transformação das células DH5α com o produto de ligação gene-plasmídeo. Imagem apresentada com 
as cores invertidas. 
 
 
A sequência do gene foi confirmada por sequenciação em ambos os sentidos. 
Este gene (GeneDB LinJ19_V3.1490; submetido ao GenBank com o nº de acesso 
HM347597) apresenta 99% de identidade com um gene homólogo em Leishmania 
donovani (GenBank acc. AAK27387.1), 96% identidade com um gene que codifica para 
um oxidoredutase em L. major (GeneDB LmjF19.1450) e 86% de identidade comum 
oxidoredutase de L. braziliensis (GeneDB LbrM19_V2.1720). Relativamente à homologia 
da sequência com espécies de Trypanosoma, apenas 41% de identidade foi obtida com 
um gene em T. brucei que codifica para um putativo oxidoredutase (Tb927.10.16040). 
Pesquisas por BLAST feitas com o gene de L. infantum na base de dados Humana (no 
NCBI – National Center for Biotechnology Information) não revelou qualquer homologia 
significativa. 
 
 A sequência da proteína de L. infantum, deduzida a partir do gene isolado, tem 
584 resíduos de aminoácidos (sequência apresentada na figura 10) e uma massa 
molecular prevista de 64,12 kDa (tabela 1). Esta massa molecular é muito inferior 
relativamente às isoformas de NOS neuronal, indutível e endotelial humanas, com 161, 
131 e 133 kDa, respectivamente [41]. No entanto, a existência de NOS com massas 
moleculares inferiores (entre 12 e 60 kDa) tem sido descrita noutros organismos [49-
52]. Muitas destas proteínas partilham apenas as funções enzimáticas com os NOS 
conhecidos, apresentando baixa homologia de sequência. De facto, a proteína 
identificada em L. infantum apresenta apenas 18-20 % de identidade com as isoformas 
humanas e, no entanto, possui todos os domínios característicos dos NOS. 
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 Todos os NOS conhecidos possuem um domínio oxigenase no seu N-terminal e 
um domínio redutase no C-terminal, homólogo ao NADPH:P450 redutase (EC 1.6.2.4) 
[59,60]. Estes dois domínios foram também identificados na proteína codificada pelo 
gene LinJ19_V3.1490. As cisteínas que ligam zinco Cys-xxxx-Cys (Cys12 e Cys17, figura 
10), bastante conservadas em todos os NOS caracterizados e necessárias para a 
dimerização destas proteínas [60], foram identificadas no domínio oxigenase. Ainda 
neste domínio foi identificado o motivo de ligação de caveolina [F-xxxx-F-xx-F, sendo F 
os aminoácidos Trp (W), Phe (F) ou Tyr(Y)], entre os resíduos 210 a 218 (figura 10), 
presente em todas as isoformas de NOS [61]. Os domínios oxigenase e redutase desta 
proteína são separados por um motivo central de ligação à calmodulina (figura 10), tal 
como em todos os NOS conhecidos [60]. Esta sequência de 14 resíduos de 
aminoácidos (do resíduo 296 ao 309) é um motivo 1-8-14, com base na posição dos 
resíduos hidrófobos conservados no motivo, característico da dependência da ligação 
de Ca2+ para a ligação de calmodulina [62]. O C-terminal apresenta homologia com o 
módulo de ferrodoxina-NADP redutase (FNR) semelhante ao domínio do NADPH-
citocromo P450 redutase (figura 10). A análise da sequência desta proteína permitiu 
também identificar um motivo de ligação a FAD/NAD(P) no domínio redutase (análise 
realizada por Marta Sousa Silva).  
 
 
 
 
Figura 10 – Sequência da proteína codificada pelo gene seleccionado em formato FASTA (UniProt ID 
A4HYH5), com identificação de domínios e motivos. As cisteínas de ligação de zinco (CxxxxC) e os resíduos 
de aminoácidos F (sendo W, F ou Y) do motivo de ligação à caveolina (FxxxxFxxF) encontram-se 
assinalados a negrito; o local de ligação à calmodulina está assinalado a negrito, com setas que indicam os 
resíduos hidrófobos nas posições 1-8-14; o domínio de ligação de nucleótidos do módulo de ferredoxina-
NADP redutase encontra-se assinalado por uma caixa e o local de ligação a FAD/NAD(P) encontra-se 
sublinhado (InterProScan). 
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3.2. Expressão da proteína recombinante 
 
 
3.2.1. Indução da expressão da proteína em células BL21-CodonPlus 
 
 A proteína recombinante foi inicialmente sobre-expressa em bactérias BL21-
CodonPlus. A transformação com o plasmídio pET28a-LinJ19_V3.1490 foi bem 
sucedida, como comprovam os resultados visíveis na figura 11, em que foi realizado um 
PCR colony em diversas colónias de bactérias transformadas. 
 
 
 
 
Figura 11 – Amplificação do gene LinJ19_V3.1490 (1755 pb) por PCR, a partir de 10 colónias de bactérias 
BL21-CodonPlus, transformadas com o DNA plasmídico. Na lane M foi aplicado marcador BenchTop 1kb 
DNA ladder; nas restantes lanes foram aplicados os produtos de PCR colony, realizado para confirmar o 
sucesso da transformação das células BL21-CodonPlus com o DNA plasmídico, contendo o gene 
candidato. As bandas de grande intensidade, confirmam que o gene se encontra nas bactérias e que a 
transformação foi bem sucedida. Imagem apresentada com as cores invertidas. 
 
  
 
 Numa primeira fase (em pequena escala), diferentes concentrações de indutor 
(IPTG, 0,2, 0,5 e 1,0 mM) foram testadas, com crescimento das bactérias a 37ºC 
(temperatura óptima de crescimento para E. coli). Nestas condições, qualquer que fosse 
a concentração de IPTG utilizada, a proteína era expressa na fracção insolúvel, isto é, 
em corpos de inclusão da bactéria (figura 12). A análise do SDS-PAGE realizado com as 
várias fracções de proteína recolhidas da indução (T0 – fracção de proteínas de 
bactérias não induzidas, T – fracção total recolhida após indução com IPTG, S – fracção 
solúvel obtida a partir de bactérias induzidas e P – fracção insolúvel obtida a partir de 
bactérias induzidas), revelou a expressão da proteína recombinante na fracção insolúvel 
(P), (figura 12). 
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Figura 12 – Análise por SDS-PAGE da expressão da proteína NOS putativa de L. infantum, em células BL21-
CodonPlus. Na primeira lane foi aplicado o marcador Precision Plus Protein Standards (All Blue) da BioRad; 
na lane seguinte foi aplicada a fracção recolhida antes da indução (T0); nas lanes seguintes, estão 
separadas as fracções totais (T), solúveis (S) e insolúveis (P) de proteínas para as 3 concentrações testadas 
do indutor IPTG (0,2, 0,5 e 1,0 mM). Entre os marcadores de 75 e 50 kDa, para todas as condições de 
indução testadas, observa-se apenas a sobre-expressão da proteína recombinante nas fracções insolúveis. 
 
 
 A expressão de proteínas recombinantes na fracção insolúvel pode ocorrer 
quando a proteína a ser expressa nas bactérias é tóxica para as células, por ser 
demasiado grande, por não conseguir adquirir o seu folding correcto ou por ser um 
enzima que produz moléculas indesejáveis para a bactéria. Nestes casos, são criados 
corpos de inclusão, onde a proteína é armazenada, impedindo a sua expressão correcta 
na sua forma biológica activa e tornando difícil a sua recuperação e purificação. 
 
Uma solução para este problema é a alteração das condições de indução, 
nomeadamente a diminuição da temperatura de crescimento das bactérias e a redução 
da concentração de indutor. A expressão da proteína de L. infantum foi então induzida 
utilizando duas concentrações de IPTG (0,1 e 0,5 mM), com diminuição da temperatura 
de crescimento das células para 30ºC. No entanto, estas condições não solubilizaram a 
proteína (dados não apresentados), muito provavelmente devido a problemas de 
folding, não tendo desta forma sido testadas outras temperaturas de indução mais 
baixas (por exemplo 25ºC ou 15ºC). 
 
 Outra forma de solucionar este problema é o uso de estirpes diferentes de E. 
coli. A escolha da estirpe BL21-CodonPlus para a expressão da proteína prevenia os 
problemas de ―utilização de codão‖ (codon-usage), uma vez que possui genes que 
codificam para tRNA suplementares e raros em bactéria. Outra hipótese é a co-
expressão da proteína com chaperones e/ou chaperoninas, utilizando células que 
contenham estes plasmídeos de expressão. Caso a proteína recombinante se encontre 
em corpos de inclusão devido a um problema de folding, estas bactérias deverão ter a 
capacidade de ultrapassar este problema, pois possuem os mecanismos celulares que 
possibilitam o folding correcto da proteína recombinante. 
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3.2.2. Indução da expressão da proteína com co-expressão de chaperones 
e/ou chaperoninas 
 
 O DNA plasmídico contendo o gene em estudo foi utilizado para transformar 
bactérias BL21 (DE3)para indução da sobre-expressão da proteína recombinante. Estas 
bactérias possuem também diferentes plasmídeos para a co-expressão de chaperones. 
Foram testados cinco plasmídeos diferentes para chaperones em bactérias BL21 (DE3): 
GroESL (designadas por CC1), DnaK/ DnaJ/ GrpE/ ClpB/ GroESL de baixa expressão 
(CC2), DnaK/ DnaJ/ GrpE (CC3), DnaK/ DnaJ/ GrpE/ ClpB (CC4) e DnaK/ DnaJ/ GrpE/ 
ClpB/ GroESL de elevada expressão (CC5). Estes chaperones têm função de promover o 
folding de proteínas e impedir a agregação das mesmas. 
A transformação foi bem sucedida, como comprovam os resultados visíveis na 
figura 13, em que foi realizado um PCR colony em diversas colónias de bactérias 
transformadas. 
 
Figura 13 – Amplificação do gene LinJ19_V3.1490 (1755 pb) por PCR, a partir de 10 colónias de bactérias 
BL21 (DE3), contendo diferentes plasmídeos para expressão de chaperones e/ou chaperoninas, 
transformadas com o DNA plasmídico. Na lane designada por M foi aplicado marcador BenchTop 1kb DNA 
ladder; nas restantes lanes foram aplicados os produtos de PCR colony, realizado para confirmar o sucesso 
da transformação das células BL21 (DE3) que expressam chaperones e/ou chaperoninas, com o DNA 
plasmídico, contendo o gene candidato. As bandas de grande intensidade confirmam que o gene se 
encontra nas bactérias e que a transformação foi bem sucedida. Imagem apresentada com as cores 
invertidas. 
 
 
A expressão da proteína de L. infantum foi induzida a 37ºC, com diferentes 
concentrações de IPTG. A figura 14 ilustra o resultado da indução com 0,2 mM de IPTG, 
durante 3 horas a 37ºC, com agitação (250 rpm). 
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Figura 14 – Análise por SDS-PAGE das fracções de proteína recolhidas na indução da expressão da 
proteína recombinante, em bactérias BL21 (DE3) que expressam chaperones e/ou chaperoninas. Na 
primeira lane, assinalada como M, de ambos os géis (A e B) foi aplicado o marcador Precision Plus Protein 
Standards (All Blue) da BioRad. Foram aplicadas fracções proteicas recolhidas da indução das várias 
bactérias: A – CC1 CC2 e CC3; No gel A são visíveis bandas de maior intensidade nas fracções totais (T) e 
insolúveis (P) e é visível também uma banda intensa na lane S de CC3 (setas à direita). B – CC4 e CC5, 
correspondendo T0 às fracções de proteínas, obtidas a partir de bactérias não induzidas, T às fracções de 
proteína total de bactérias induzidas com IPTG, S às fracções solúveis e P às fracções insolúveis. No gel B 
apenas são visíveis algumas bandas de maior intensidade na fracção T de CC4. 
  
 
Analisando a figura 14 A, verifica-se que existem algumas bandas de maior 
intensidade nas fracções T (total) e P (insolúvel), na zona do gel correspondente a 
massas moleculares entre os 50 e os 75 kDa (a proteína recombinante deverá ter cerca 
de 64 kDa). Especificamente, no caso das fracções de proteína obtidas a partir das 
células CC3, são visíveis duas bandas intensas bem definidas (com aproximadamente 
60 e 70 kDa, assinaladas na figura com setas, do lado direito) presentes nas fracções 
total (T) e insolúvel (P), e que não aparecem nas células não induzidas (T0). Na fracção 
solúvel (S) destas bactérias também é visível uma proteína sobre-expressa, de massa 
molecular idêntica à proteína recombinante em estudo (aproximadamente com 60 
kDa). Não são visíveis bandas de grande intensidade nas fracções solúveis (S) obtidas a 
partir de outras células (CC1, CC2, CC4 e CC5), ou seja, nestes casos a presença de 
chaperones e/ou chaperoninas não favoreceu a solubilização da proteína 
recombinante. 
 
A 
B 
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 De forma a verificar  se alguma das proteínas sobre-expressas visíveis nas 
fracções solúvel e/ou insolúvel nas bactérias CC3 (gel da figura 14 A) corresponde à 
proteína recombinante codificada pelo gene LinJ19_V3.1490, efectuou-se uma nova 
indução nestas bactérias. Paralelamente, realizou-se a indução de bactérias CC3 não 
transformadas com o plasmídeo pET28a-LinJ19_V3.1490. Foi possível verificar que 
ambas as proteínas assinaladas com setas na figura 14 A são expressas nas fracções 
insolúveis das bactérias não transformadas. A proteína com cerca de 70 kDa deverá 
corresponder à chaperone DnaK, expressa nestas bactérias (quadro 1). A proteína de 
menor massa molecular (aproximadamente 60 kDa), assinalada na figura 14 A, é 
também expressa na fracção solúvel  das bactérias não transformadas com o plasmídeo 
que contém o gene que codifica para a proteína de L. infantum (dados não 
apresentados). Estes dados indicam que esta proteína com cerca de 60 kDa não deverá 
corresponder à proteína recombinante de L. infantum. No entanto, de forma a 
confirmar estes resultados, foram realizados ensaios cinéticos específicos para a 
detecção de actividade de enzimas NOS (descritos na secção 2.11.). A fracção solúvel 
obtida a partir das bactérias CC3 transformadas com o plasmídeo pET28a-
LinJ19_V3.1490 foi utilizada nos ensaios enzimáticos, não tendo sido detectada 
qualquer actividade enzimática de NOS nesta fracção. Foi ainda realizada uma análise 
por PMF da banda mais intensa da fracção solúvel de CC3 (com 60 kDa), excisada do 
gel representado na figura 14 A, de forma a verificar se a mesma seria a proteína 
recombinante em estudo. Foi possível confirmar que a proteína analisada não se 
tratava do NOS de L. infantum (dados não apresentados). 
 
 Assim, concluiu-se que a presença de chaperones nestas bactérias não favorece 
a expressão da proteína recombinante na fracção solúvel. Para além disto, algumas das 
cheparones expressas têm massas moleculares semelhantes às da proteína 
recombinante que se pretende sobre-expressar, tornando a análise de géis SDS-PAGE 
mais complexa, devido à presença de mais proteínas sobre-expressas na mesma zona 
do gel. 
 
  Uma vez que a co-expressão com chaperones não promoveu a solubilizaçãoda 
proteína de L. infantum em estudo, optou-se por desnaturar e promover o refold da 
proteína in vitro, a partir da sua sobre-expressão em bactérias BL21-CodonPlus. A 
actividade de NOS foi medida nestes extractos da fracção insolúvel, não tendo sido 
detectada em extractos insolúveis de bactéria sem a proteína de L. infantum (dados 
não apresentados). Desta forma, decidiu-se utilizar as bactérias BL21-CodonPlus para 
expressão da proteína recombinante, e recorrer a técnicas de solubilização dos corpos 
de inclusão e da proteína recombinante a partir da fracção insolúvel obtida. 
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3.3. Solubilização dos corpos de inclusão e da proteína 
recombinante 
 
 Tendo em conta que a proteína recombinante permanece numa forma insolúvel 
após indução da sobre-expressão de bactérias BL21-CodonPlus, tornou-se necessário 
solubilizar a proteína, de forma a possibilitar a sua posterior purificação. O processo de 
solubilização inclui 3 fases: isolamento dos corpos de inclusão (lise das células e 
centrifugação), solubilização e desnaturação da proteína alvo (através da adição de um 
agente desnaturante) e finalmente a promoção do refolding da proteína (através da 
remoção do agente desnaturante, por exemplo por diálise). Podem ser utilizados 
agentes desnaturantes, como a guanidina-HCl a 6 M ou a ureia a 8 M. 
 
 Para a solubilização e desnaturação da proteína de L. infantum, recorreu-se à 
utilização de ureia como agente desnaturante. Foram testadas duas condições: por um 
lado, a adição directa de uma solução de PBS contendo 8 M de ureia aos pellets das 
bactérias induzidas; por outro lado, a solubilização gradual das proteínas através da 
adição de concentrações crescentes de ureia (1, 2, 4 e 8 M). 
 
 
Figura 15 – Análise por SDS-PAGE das amostras recolhidas da solubilização dos corpos de inclusão e da 
proteína recombinante. Apenas foram aplicadas neste gel as proteínas presentes nos sobrenadantes 
obtidos após suspensão e centrifugação do pellet. M – marcador Precision Plus Protein Standards (All Blue) 
da BioRad; 1 – fracção proteica solúvel, obtida após suspensão em PBS do pellet das bactérias induzidas;   
2– pellet suspendido em PBS com 1 M de ureia; 3 – pellet suspendido em PBS com 2 M de ureia; 4 – pellet 
suspendido em PBS com 4 M de ureia; 5 – pellet suspendido em PBS com 8 M de ureia, após adições 
crescentes de PBS com ureia (1, 2 e 4 M); 6 – pellet suspendido directamente em PBS com 8 M de ureia.  
 
 
 Observando o gel apresentado na figura 15, verifica-se que não existem bandas 
proteicas de grande intensidade na zona do gel entre os 75 e os 50 kDa na fracção 
solúvel (1), obtida após indução das bactérias BL21-CodonPlus, como seria de esperar, 
visto que a proteína recombinante se encontra na fracção insolúvel. Observa-se ainda 
que as amostras 2, 3 e 4 (1 M, 2 M e 4 M de ureia, respectivamente) aplicadas no gel 
não contêm a proteína recombinante, mas possuem outras proteínas insolúveis da 
bactéria. Assim, relativamente à solubilização directa do pellet em 8 M de ureia (lane 6 
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da figura 15) este processo de solubilização tem a vantagem de funcionar como forma 
de purificar parcialmente a proteína recombinante, uma vez que várias proteínas são 
gradualmente solubilizadas, podendo ser eliminadas com o aumento progressivo da 
concentração de ureia. A última amostra aplicada no gel (8M) apresenta uma banda 
intensa na zona do gel entre os marcadores moleculares de 75 e 50 kDa, 
correspondente à proteína recombinante de L. infantum em estudo. Devido à 
possibilidade de remover algumas proteínas insolúveis de bactéria, optou-se por 
recorrer à solubilização dos corpos de inclusão e da proteína recombinante através da 
adição gradual de soluções com concentrações crescentes de ureia, desprezando todos 
os sobrenadantes recolhidos, excepto o final, com 8 M de ureia, quecontém a proteína 
recombinante solubilizada. 
 
  
3.4. Purificação da proteína recombinante 
 
Após a sua expressão em bactéria, a proteína recombinante codificada pelo 
geneLinJ19_V3.1490, é precedida pela sequência MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH. Esta 
sequência de 6 histidinas (negrito) no N-terminal permite a purificação da proteína 
recombinante através de cromatografia de afinidade, por IMAC (Immobilized Metal Ion 
Affinity Chromatography). 
 
 O processo de purificação da proteína recombinante foi alvo de uma extensa 
optimização. A purificação foi testada em coluna e em batch, utilizando resinas de 
diferentes marcas, com níquel ou cobalto imobilizado. 
 
A purificação da proteína recombinante em coluna, utilizando resinas contendo 
níquelou cobalto (GE Healthcare), foi feita com aplicação da proteína na sua forma 
nativa após diálise. Em ambas as resinas, a eluição com tampão Tris/imidazolo, à 
temperatura ambiente, não resultou na purificação da proteína, uma vez que a proteína 
não se ligou à resina (a proteína estava presente no flow-through, isto é, a fracção 
recolhida após aplicação da amostra na coluna). A utilização de PBS/imidazolo não 
solucionou o problema, continuando a proteína a ser eliminada no flow-through. A 
utilização de colunas na purificação desta proteína teve ainda alguns problemas, visto 
que a aplicação directa do extracto levava à colmatação da coluna. O armazenamento 
do extracto após diálise a - 20ºC originava a formação de um precipitado insolúvel que 
não permitia o fluxo da amostra pela resina. Assim, a purificação da proteína na sua 
forma nativa foi testada em batch (sem ser em coluna), utilizando uma outra resina 
contendo níquel (Qiagen) e centrifugando a amostra antes da aplicação.  A eluição foi 
feita igualmente em tampão Tris/imidazolo ou em tampão PBS/imidazolo. Apesar da 
proteína recombinante ter afinidade para a nova resina, a mudança  do método de 
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purificação para batch não possibilitou a purificação completa da mesma, pois muitas 
outras proteínas foram co-eluídas juntamente com a proteína recombinante (lanes 6 e 
7, figura 16). Por outro lado, na análise da resina fervida após a eluição, verificou-se que 
alguma proteína recombinante permanece ligada à resina (lane 9, figura 16), não sendo 
eluída. O aumento da quantidade de resina utilizada na purificação mostrou-se ineficaz, 
visto que a proteína recombinante continua a ser co-eluída com muitas outras. 
 
 
 
Figura 16 – Análise por SDS-PAGE das várias fracções proteicas, obtidas ao longo do processo de 
purificação da proteína recombinante. A proteína foi aplicada na sua forma nativa, numa resina de níquel 
(Qiagen) em batch, tendo-se utilizado tampões de base PBS. M – marcador Precision Plus Protein Standards 
(All Blue) da BioRad; 1 – amostra obtida após diálise da solução que continha a proteína em corpos de 
inclusão, solubilizada pelo método descrito na secção 2.7.; 2 – flow-through (fracção recolhida após 
incubação da resina com a amostra aplicada na lane 1); 3 – resina de níquel após incubação com a amostra 
dialisada; 4 – lavagem com 20 mM de imidazolo em PBS; 5 – lavagem com 100 mM de imidazolo em PBS; 
6 – eluição da proteína recombinante com 250 mM de imidazolo; 7 – eluição da proteína com 500 mM de 
imidazolo em PBS; 8 –lavagem com 1 M de imidazolo em PBS; 9 – resina no final do processo de 
purificação. 
  
 
Como foi referido, ocorre a formação de um precipitado insolúvel no extracto 
armazenado a - 20ºC, o qual resolubiliza com a adição de ureia. Desta forma, foi 
testada a purificação da proteína na sua forma desnaturada, utilizando diferentes 
resinas em batch. A solução contendo as proteínas desnaturadas (com 8 M de ureia) foi 
incubada com a resina de níquel (Qiagen) em batch, à temperatura ambiente. A eluição 
da proteína recombinante foi feita com pH decrescente (pH 6, 5 e 4) em tampões de 
base PBS com 8 M de ureia, de acordo com as instruções da resina. Este processo 
também não teve sucesso, pois análise por SDS-PAGE revelou que a grande maioria da 
proteína recombinante permanecia ligada à resina após as lavagens e eluições. No 
entanto, ocorriam menos ligações inespecíficas de proteínas à resina (dados não 
apresentados). Assim, foi testado o mesmo método de purificação, mas com eluição da 
proteína com aumento da concentração de imidazolo. Foi então utilizada a solução 
contendo a proteína recombinante solubilizada com ureia para incubação com a resina 
de níquel (Qiagen) em batch. A eluição da proteína recombinante ocorreu utilizando 
250 mM de imidazolo, apesar de ainda se observar a co-eluição de algumas proteínas 
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(muito menos do que anteriormente). Estas condições permitiram a purificação da 
proteína recombinante numa forma quase pura (dados não apresentados).  Verificou-se 
que era determinante a utilização da proteína na forma desnaturada para aumentar o 
rendimento e a pureza. 
 Utilizando as condições óptimas de purificação da proteína recombinante, 
foram ainda testadas beads magnéticas contendo níquel (Millipore). A solução 
contendo a proteína desnaturada com 8 M de ureia em PBS foi incubada com estas 
beads, sendo a proteína recombinante eluída com 250 e 500 mM de imidazolo em 
tampão PBS com ureia. Este método proporcionou os melhores resultados entre todos 
os métodos testados, tendo-se obtido uma solução contendo a proteína recombinante 
pura, sem proteínas contaminantes visíveis no SDS-PAGE (figura 17).  
   
 
 
Figura 17 – Análise porSDS-PAGE das amostras recolhidas ao longo do processo de purificação da 
proteína recombinante, utlizando a as beads magnéticas contendo níquel (Millipore) 1 – solução de 
proteínas obtida após diálise da fracção insolúvel (de bactérias BL21-CodonPlus induzidas para sobre-
expressar a proteína recombinante), previamente solubilizada através do método descrito na secção 2.7.    
2 – sobrenadante recuperado após incubação das proteínas desnaturadas em 8 M de ureia com a resina 
durante 2 h;  3 – amostra de resina recuperada após as 2 h de incubação, para controlo através de SDS-
PAGE; 4 – primeira lavagem com 20 mM de imidazolo; 5 – segunda lavagem com 20 mM de imidazolo; 6 – 
eluição com 250 mM de imidazolo; 7 – segunda eluição com 250 mM de imidazolo; 8 - eluição com 500 
mM de imidazolo; 9 – lavagem com 1 M de imidazolo, sem recuperação de proteína recombinante. Seta à 
direita indica a proteína recombinante. 
 
 
 A proteína recombinante foi purificada com sucesso na forma desnaturada e 
utilizando as beads de níquel (Millipore), sendo eluída com 250 e 500 mM de imidazolo 
(lanes 6, 7 e 8 da figura 17), não sendo co-eluídas outras proteínas contaminantes.  
 
 Após a optimização das condições de expressão e purificação, a proteína de 
Leishmania em estudo foi purificada em grande escala, obtendo-se o rendimento de    
5 mg de proteína recombinante, por cada litro de cultura. 
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3.4.1. Análise da proteína recombinante por Peptide Mass Fingerprint 
(PMF) 
  
 De forma a confirmar a correcta expressão da proteína recombinante, a proteína 
purificada foi separada por SDS-PAGE, sendo a banda cortada para digestão in gel e 
posterior análise por espectrometria de massa. O espectro de MALDI-FTICR obtido 
encontra-se apresentado na figura 18. 
  
 
 
 
Figura 18 – Análise por PMF da banda de proteína recombinante digerida (pormenor do espectro de 
MALDI-FTICR obtido). Os péptidos assinalados correspondem à proteína de Leishmania em estudo. Os 
valores apresentados correspondem à razão massa /carga (m/z). 
 
 Uma análise detalhada dos péptidos obtidos, revelou uma cobertura de 
sequência de 44% (figura 19), correspondendo a 29 péptidos da proteína, confirmando 
a identidade e a correcta expressão da proteína recombinante purificada. 
 
 
>tr|A4HYH5|A4HYH5_LEIIN Oxidoreductase-like protein OS=Leishmania infantum GN=LinJ19.1380  
 
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMRRPREPAPGECCGSGCTRCVWDIYYDEVARFEELIAGGGIEEDCTQSSEEEEVVN
YIGSVVVKYIDPPALPTTGSPGEWERAEMKARGFFPIDRIELVSCSTSLFSPTDPGISVVNLFTSAKGRTMLPGDV
VEVLVTNSRGTQDADDVERLCKALRLDPYAWCELHRSPFVPEDNFPPWLPLQKPLTLGQLLSAYVDISSSSYLLHQ
SFFESLFRIYSDSKPSSASSTSTTPSPDPEKVRLLEACASSETGPQLLRSLSKSSTPLCYPSLVDVLEVFSFVQIP
LDRLLEVSGPLQTRRYSLANWIPATLPPSPLQLCMREVCARRSANLPAATAVGADAQRVADMLNRAAQDASRDHSD
FFFGHTSHPLCCAARSMTRSAAAAGQRGMYVSFSLFGNSLFARQLQAGCTALCNPAQAKSLCSQLFLIGCGTGIAP
LIAAVTQLMLRRASTAAGSAPFPCWVFYGARTKAELLYDETLQEALRTGAIAKYEYALSREEDNKKQGRYVTDLVK
RNRLMVTGSLQNEGQLFVCGPAKALLSVRQLVKCDLLAEPDDDDSVQEQRLLMLEDRGRLNFDIWSTGNIFE 
 
 
Figura 19 – Sequência da proteína codificada pelo gene LinJ19_V3.1490 incluindo a tag de histidinas. 
Assinalado a negrito e sublinhado encontram-se as zonas na sequência identificadas por PMF (cobertura 
de sequência de 44%). 
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3.5. Ensaios cinéticos 
 
 A realização de ensaios de actividade de síntese do NO a partir da L-arginina 
permite determinar se a proteína recombinante purificada se trata do enzima NOS de L. 
infantum. Foi utilizado o método baseado na conversão da oxihemoglobina (Oxi-Hb) a 
metahemoglobina (Met-Hb) por acção do NO, pela sua elevada sensibilidade (limite de 
detecção de cerca de 20 pmol/min) e especificidade para a detecção da produção de 
NO [58]. A conversão da Oxi-Hb a Met-Hb é monitorizada espectrofotometricamente a 
401 e 421 nm. Este método permite a detecção de actividade de NOS em diversos tipos 
de amostras biológicas, estudos com inibidores específicos e permite ainda a 
monitorização contínua da reacção catalisada pelo enzima [58]. 
 
 
 
Figura 20 – Esquema do método de conversão da oxihemoglobina (Oxi-Hb) a metahemoglobina (Met-Hb) 
pelo óxido nítrico (NO). O óxido nítrico (NO) formado a partir da L-arginina (L-Arg) na reacção do enzima 
sintase do óxido nítrico (NOS) reduz a oxihemoglobina (Oxi-Hb) a metahemoglobina (Met-Hb). 
 
 
3.5.1. Ensaios cinéticos com a proteína recombinante 
 
 Antes da purificação da proteína recombinante, foram realizados ensaios 
enzimáticos de NOS em extractos de proteína insolúvel da bactéria induzida, 
recorrendo ao método descrito anteriormente. Foi medida actividade de NOS nestes 
extractos, não tendo sido detectada em extractos de proteína insolúvel de bactéria não 
induzida (dados não apresentados). Estes resultados sugerem que o gene identificado 
no genoma de L. infantum codifica para um enzima com actividade de síntese do óxido 
nítrico. 
 O ensaio de actividade da proteína recombinante purificada foi realizado 
utilizando o mesmo método de conversão da oxihemoglobina em metahemoglobina 
pelo NO. A formação de NO por este enzima, denominado LiNOS (Leishmania infantum 
Nitric Oxide Synthase), foi determinada em presença de calmodulina e cálcio, e dos 
cofactores para o NOS: FAD, FMN e BH4, confirmando que se trata de um sintase de 
óxido nítrico. 
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3.5.1.1. Determinação dos parâmetros cinéticos do enzima 
 
 A determinação dos parâmetros cinéticos (Km e V) do enzima LiNOS 
recombinante foi feita utilizando várias concentrações de L-arginina (L-Arg), e com ou 
sem pré-incubação do enzima com o BH4. Este cofactor é responsável pela activação 
dos NOS típicos, promovendo a sua dimerização e o aumento da afinidade do enzima 
para o substrato [46]. 
A variação da velocidade da reacção em função da variação da concentração do 
substrato encontra-se representada na figura 21. 
 
 
 
 
 
Figura 21 – Variação da velocidade (V) da reacção com a concentração de substrato (L-Arginina). A linha 
representa o melhor ajuste à equação de Michaelis-Menten. A – ensaios realizados com 15 µg de proteína 
recombinante, sem pré-incubação com BH4; B – ensaios realizados com 15 µg de proteína recombinante, 
pré-incubada com 200 µM de BH4. Ambos os ensaios continham 200 µM de BH4 na cuvette. Os resultados 
apresentados são representativos de vários ensaios. 
 
  
Os parâmetros cinéticos do enzima (Km e V) foram determinados utilizando o 
método de regressão não-linear, implementado no software GraphPad_Prism (da 
GraphPad Software) (tabela 2). 
A 
B 
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Tabela 2 – Parâmetros cinéticos para o enzima LiNOS. Os valores encontram-se apresentados juntamente 
com o respectivo desvio-padrão. Estes valores foram calculados por regressão não-linear no programa 
GraphPad_Prism (GraphPad Software). 
 
 
Parâmetros cinéticos Sem pré-incubação Pré-incubação com BH4 
V (µM.min-1) (26,0 ± 2,4) x 10-3 (57,0 ± 1,6) x 10-3 
Km (µM) 3,05 ± 1,25 0,93 ± 0,13 
Actividade específica 
(nmol.min-1.mg-1 de enzima) 
1,75 ± 0,16 3,80 ± 0,10 
kcat (s
-1) (1,85 ± 0,20) x 10-3 (4,06 ± 0,11) x 10-3 
kcat/ Km (M
-1.s-1) (0,61 ± 0,26) x 103 (4,37 ± 0,62) x 103 
 
 Sem pré-incubação com o cofactor BH4 (apenas presente no ensaio enzimático), 
o enzima apresenta um Km para a L-arginina de 3,05 µM e uma actividade específica de 
1,75 nmol.min-1mg-1. Nos ensaios realizados com pré-incubação da proteína 
recombinante com BH4, o valor de Km para a L-arginina é inferior (0,9 µM) e a actividade 
específica aumenta (3,8 nmol.min-1mg-1), sugerindo um aumento da afinidade do 
enzima para o substrato nestas condições. De facto, este tipo de comportamento foi já 
descrito anteriormente em NOS neuronal, ou seja, verifica-se uma diminuição do Km 
aparente e aumento da actividade do enzima na presença do cofactor [63], 
provavelmente devido a alterações na estrutura quaternária da proteína [64,65] e à 
regulação alostérea pelo cofactor através da activação do enzima [64,66,67]. Em 
condições de pré-incubação com BH4, a constante catalítica para o LiNOS (kcat) é de 4,1 
x 10-3 s-1 e a eficiência catalítica (kcat/Km) é de 437 M
-1s-1. Os valores de Km para a L-
arginina e actividade específica são semelhantes aos descritos na literatura para as 
isoformas constitutivas destes enzimas [41]. Efectivamente, vários NOS de plantas 
exibem valores semelhantes de actividade específica: 5,6 nmol.min-1.mg-1 para o NOS 
peroxissomal de Pisum sativum, 5 nmol.min-1.mg-1 em A. thaliana e 3,2 nmol.min-1.mg-1 
para o NOS cloroplastidial de Glycine max [68,69].  
 
  
46 
 
3.5.1.2. Dependência de tetrahidrobiopterina (BH4) 
 
 Os ensaios anteriores revelaram que a velocidade de formação de NO pelo 
LiNOS e a afinidade do enzima para o substrato aumentam em presença do cofactor 
tetrahidrobiopterina (tabela 2). Este efeito parece ser característico dos NOS, e estudos 
prévios na isoforma neuronal mostraram que a adição de BH4 à reacção diminui o Km 
aparente e aumenta a actividade enzimática [66]. Na ausência de BH4, o enzima LiNOS 
perde cerca de 72 % de actividade, quando comparado com a reacção que continha o 
cofactor (tabela 3), comprovando que este é essencial para a actividade de síntese de 
NO. Na realidade, sabe-se que o BH4 se encontra envolvido no processo de 
dimerização de muitos NOS, favorecendo, conjuntamente com o substrato, a activação 
do homodímero [46]. Com o objectivo de comprender o efeito da variação de BH4 na 
velocidade da reacção do LiNOS, a actividade do enzima foi determinada sem 
incubação prévia com o cofactor, variando as concentrações de BH4 entre 0 e 1200 µM 
(figura 22). 
 
 
 
 
Figura 22 – Variação da velocidade (V) da reacção com a concentração de tetrahidrobiopterina (BH4). Os 
ensaios foram realizados com uma concentração de L-arginina de 100 µM. 
 
  
 Observou-se que a velocidade da reacção catalisada pelo LiNOS aumenta com 
o aumento da concentração de BH4, apresentando um comportamento sigmoidal 
(figura 22). Esta dependência da velocidade formação de NO relativamente à 
concentração de BH4 evidencia a existência de uma forte cooperatividade positiva, 
sendo este comportamento consistente com o modelo de associação-dissociação de 
cooperatividade pela acção de BH4 [70]. A regulação alostéria do NOS por BH4, através 
da activação do enzima, foi também observada em nNOS de mamíferos [64,66,67].  
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3.5.1.3. Dependência de FAD, FMN, CaM e Ca2+ 
 
 A dependência da actividade enzimática relativamente aos vários cofactores é 
diferente para as várias isoformas de NOS. A activação das isoformas constitutivas do 
enzima não depende da ligação à calmodulina, enquanto que a forma indutível possui 
a calmodulina ligada, sendo activada independentemente da presença de cálcio [41,60]. 
De forma a estudar a dependência dos diferentes cofactores na activade do LiNOS, 
foram feitos vários ensaios cinéticos privando o enzima de um ou mais cofactores (BH4, 
FAD, FMN, CaM e Ca2+). A diferença de actividade detectada relativamente ao controlo 
foi expressa em percentagem (valores apresentados na tabela 3). 
 
 
Tabela 3 – Dependência do LiNOS em relação aos cofactores Ca
2+
, CaM, FAD, FMN e BH4. Os ensaios 
enzimáticos foram realizados como descrito, sem pré-incubação do enzima com BH4. Os ensaios cinéticos 
de controlo foram realizados na presença de todos os cofactores, e todos os ensaios continham 100 µM de 
BH4 e 100 µM de L-arginina na cuvette. Os dados representam a percentagem de actividade detectada. Os 
valores são média de 2 ou 3 ensaios independentes. 
 
Cofactor excluído da 
reacção 
Percentagem de actividade 
detectada 
Nenhum 100 % 
Ca2+ 21 % 
FAD + FMN + CaM 35 % 
FAD + FMN 54 % 
BH4 28 % 
 
  
 A calmodulina (proteína ubíqua reguladora de cálcio) e o Ca2+ são necessários 
para a actividade do enzima LiNOS. Na ausência de Ca2+ o LiNOS perde cerca de 80 % 
da sua actividade em relação à reacção controlo, contendo todos os cofactores, 
provavelmente devido a uma redução da transferência de electrões do NADPH para as 
flavinas (FAD e FMN), tal como descrito para outros NOS [71]. A ausência de flavinas na 
reacção provoca também uma diminuição da actividade do LiNOS, mas menos 
evidente. No entanto, quando ambas as flavinas e a CaM são removidas da reacção, o 
enzima apresenta uma perda de 65 % da actividade. Como referido, esta dependência 
de cálcio na biosíntese de NO está normalmente associada a isoformas constitutivas de 
NOS [41]. Os NOS indutíveis requerem quantidades muito inferiores de Ca2+ para a sua 
actividade [60]. A ligação de CaM ao enzima NOS é essencial para o fluxo de electrões 
do domínio redutase para o domínio oxigenase em todas as isoformas e, 
consequentemente, para a síntese de NO [72].  
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3.5.2. Actividade e expressão de LiNOS em extractos de L. infantum 
 
 A presença da proteína LiNOS em promastigotas de L. infantum foi detectada 
pela determinação de actividade do enzima e por peptide mass fingerprint (PMF).  
Extractos proteicos totais de promastigotas foram utilizados na realização dos ensaios 
enzimáticos, nas mesmas condições descritas anteriormente para a proteína 
recombinante (com 200 µM de BH4 e 100 µM de L-arginina na reacção). A existência de 
actividade enzimática de NOS em promastigotas de L. infantum foi confirmada, tendo 
ocorrido a produção de óxido nítrico a uma velocidade de 0,036 nmol.min-1 por 108 
parasitas. Esta velocidade em L. infantum é cerca de 20 vezes superior à determinada 
em Trypanosoma cruzi, com uma velocidade de produção de NO de 0,0018 nmol.min-1 
por 108 células [28]. 
  
 De forma a confirmar a expressão de LiNOS em promastigotas, amostras de 
extracto proteico total foram separadas SDS-PAGE, sendo extraída uma banda de 
proteína na zona correspondente aos 64 kDa para digestão in gel. Utilizando o software 
BioTools, as massas monoisotópicas dos péptidos obtidos foram comparadas com a 
digestão teórica da proteína LiNOS e com as massas monoisotópicas experimentais 
obtidas da proteína LiNOS recombinante por PMF (figura 23). Esta análise permitiu 
identificar 10 péptidos da proteína em estudo, com uma cobertura de sequência de 
25%. Estes péptidos identificados são idênticos aos encontrados na análise da proteína 
recombinante, com se pode observar pela análise dos espectros obtidos (figura 23), 
apresentando uma diferença de apenas 0,3 ppm entre ambas as amostras analisadas. 
Estes dados de espectrometria de massa, em conjunto com os ensaios cinéticos 
realizados, permitem concluir que a proteína LiNOS é expressa e tem actividade em 
promastigotas de L. infantum. 
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Figura 23 – Análise da proteína recombinante LiNOS (A, C e E) e da proteína LiNOS de extractos de 
promastigotas (B, D e F) por PMF. Uma comparação detalhada de ambos os espectros de massa revelam 
vários péptidos em comum, com poucos desvios nos valores de massa, confirmando que o enzima LiNOS 
está presente em promastigotas de L. infantum. Os valores apresentados correspondem à razão massa 
/carga (m/z). 
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O parasita Leishmania infantum é um tripanossomatídeo responsável pela 
forma visceral de leishmaniose, em canídeos e nos Humanos. Esta doença é fatal se não 
for tratada. No entanto, não existem vacinas, as terapias actuais são pouco eficazes,  
verificando-se o desenvolvimento de formas resistentes de parasitas. Novas 
abordagens terapêuticas são necessárias, dirigidas a alvos fisiológicos e/ou 
bioquímicos, únicos destes parasitas.  
A formação do óxido nítrico (NO) parece ser essencial em todas as células vivas, 
dados os inúmeros processos de sinalização e defesa em que esta molécula participa 
[30-32]. Em tripanossomatídeos, a síntese do NO e as vias de sinalização envolvidas 
têm sido pouco exploradas. Existem evidências na literatura que referem a produção de 
NO em algumas espécies de Leishmania e Trypanosoma [28,29], mas nunca foi 
identificado um gene que codifica para o enzima sintase do óxido nítrico nestes 
parasitas. Em L. infantum, foi já demonstrada a existência de nitrosilação de proteínas, 
isto é, uma modificação em resíduos de cisteína causada pelo NO, associada a 
modulação da função/actividade de proteínas (M. Sousa Silva, dados não publicados). 
Estes resultados demonstram a capacidade de produção endógena de óxido nítrico e 
constituem um forte indício da presença do enzima sintase do óxido nítrico. Em 
mamíferos, e noutros organismos, este enzima catalisa a reacção de formação do NO a 
partir da L-arginina, tendo como cofactores a tetrahidrobiopterina (BH4), o FAD e FMN 
[30,35-37]. O enzima Sintase do Óxido Nítrico foi identificado e caracterizado em L. 
infantum, sendo denominado LiNOS (NOS de Leishmania infantum). Este é o primeiro 
trabalho em que um gene NOS e enzima foram identificados num tripanossomatídeo. 
Pesquisas por BLAST, realizadas com o gene LinJ19_V3.1490 de L. infantum 
(gene seleccionado neste trabalho), na base de dados Humana (NCBI) permitiram 
concluir que não existe homologia entre o gene seleccionado e os genes Humanos que 
codificam para NOS. O gene LinJ19_V3.1490 codifica para uma proteína com 64,12 kDa, 
classificada como um oxidoredutase, mas que possui vários domínios característicos 
dos enzimas NOS conhecidos (M. Sousa Silva). 
Foi possível sobre-expressar a proteína recombinante em bactéria E. coli, a partir 
do gene LinJ19_V3.1490 clonado num vector de expressão. Apesar da proteína ser 
expressa na fracção insolúvel, foram utilizadas diversas metodologias  para a solubilizar, 
nomeadamente a co-expressão com chaperones, mas sem sucesso. A remoção da 
proteína dos corpos de inclusão da bactéria foi conseguida com a utilização de ureia, 
sem que o processo afectasse o refolding da proteína. O processo de purificação desta 
proteína, tirando partido da sua expressão com uma tag de histidinas, foi também 
optimizado. Diferentes resinas foram utilizadas na purificação, quer em coluna, quer em 
batch, sendo a proteína aplicada na sua forma nativa ou desnaturada com ureia. A 
utilização da resina em batch revelou ser melhor do que a purificação em coluna, 
conseguindo-se melhores resultados de puificação quando a proteína se encontrava na 
forma desnaturada. Os melhores resultados foram obtidos utilizando beads de níquel 
com propriedades magnéticas (Millipore), aplicando a proteína desnaturada com ureia 
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na resina. A proteína foi eluída com 250 mM de imidazolo, praticamente pura, sem co-
eluição de outras proteínas. A partir de um litro de cultura de bactérias induzidas foi 
possível obter 5 mg de proteína recombinante purificada. 
Foram realizados ensaios cinéticos, específicos para a detecção da actividade de 
NOS, confirmando-se que a proteína recombinante purificada tem capacidade de 
formação de NO a partir de L-arginina (substrato dos enzimas NOS). Realizaram-se os 
mesmos ensaios de actividade utilizando extractos de promastigotas de L. infantum, 
tendo-se detectado actividade enzimática de NOS, com uma velocidade de reacção de 
0,036 nmol.min-1 por 108 parasitas, confirmando a presença do enzima LiNOS activo em 
L. infantum. A sua expressão nestes parasitas foi confirmada por espectrometria de 
massa de alta resolução e exactidão, pela análise por PMF de uma proteína de 64 kDa 
de extracto proteico de promastigotas. Estes resultados sugerem que este enzima é 
uma forma constitutiva de NOS, uma vez que a sua actividade enzimática depende da 
presença de cálcio e calmodulina na reacção. O Km do LiNOS para o substrato (quando 
a proteína é pré-incubada com tetrahidrobiopterina) é de 0,9 µM, tendo este enzima 
uma actividade específica de 3,8 nmol.min-1mg-1. Quando não é realizada uma 
incubação prévia do enzima com o cofactor BH4, verifica-se um valor superior de Km 
(3,1 µM) e uma menor actividade específica (1,75 nmol.min-1mg-1) e, na ausência deste 
cofactor na reacção, o enzima perde 72 % da sua actividade. Tendo em conta a 
importância deste cofactor para a actividade do LiNOS e o papel que este tem na 
activação da estrutura oligomérica de outros NOS, foram já realizados alguns estudos 
preliminares da estrutura quaternária desta proteína (dados não apresentados). Assim, 
Foi realizado um gel de LT-PAGE (SDS-PAGE realizado a baixas temperaturas, 
permitindo que as subunidades da proteína permaneçam ligadas), de forma a estudar 
o efeito do BH4 na oligomerização do enzima a diferentes temperaturas de incubação. 
Foi possível visualizar o monómero a 64 kDa, o qual desaparece na presença do 
cofactor, surgindo uma nova banda proteica com cerca de 260 kDa, valor este que é 
cerca de 4 vezes superior à massa molecular da proteína em estudo (dados não 
apresentados). A análise por PMF desta banda de elevada massa molecular revelou a 
presença de péptidos pertencentes ao LiNOS (dados não apresentados), sugerindo que 
o enzima LiNOS poderá possuir uma estrutura tetramérica resistente ao SDS, 
dependente da presença de BH4 em solução, que se dissocia por acção da temperatura. 
O LiNOS é o primeiro gene que codifica para um NOS identificado em 
tripanossomatídeos. O facto de não apresentar qualquer semelhança com os NOS 
humanos, torna o enzima correspondente um potencialmente atractivo alvo 
terapêutico. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. Investigação futura 
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O presente trabalho permitiu identificar o gene de Leishmania infantum que 
codifica para o enzima sintase do óxido nítrico (NOS) deste parasita, sobre-expressar 
uma proteína recombinante em bactéria, optimizar o seu processo de purificação e 
estudar alguns parâmetros cinéticos do enzima. Foi igualmente determinada a 
actividade deste enzima em promastigotas do parasita L. infantum, confirmando-se a 
sua expressão por espectrometria de massa. No entanto, é necessário realizar mais 
estudos de forma a determinar se este enzima se trata de um bom alvo terapêutico 
para a leishmaniose. Em particular, é pertinente a transformação de L. infantum de 
modo a sobre-expressar este enzima no parasita e ainda a realização do knock-out 
deste gene, de modo a avaliar a importância deste NOS na viabilidade do parasita. 
 É necessária uma optimização do processo de expressão da proteína 
recombinante, uma vez que esta é expressa numa forma insolúvel, em corpos de 
inclusão. Assim, seria pertinente testar outros vectores de expressão, para além do pET-
28a, outras bactérias de expressão, maiores períodos de indução da expressão da 
proteína a temperaturas inferiores a 30 ºC e expressão na presença de cofactores do 
enzima e/ou de aditivos, de forma a obter a proteína solúvel. Desta forma, não seria 
necessário solubilizar os corpos de inclusão e a proteína recombinante, tornando 
possível a obtenção de melhores rendimentos, em termos da quantidade de proteína 
obtida com cada expressão. A utilização de uma estirpe não infecciosa para mamíferos 
(Leishmania tarentolae) com sistema de expressão de proteínas poderá revelar-se uma 
excelente solução para este problema. 
 De forma a confirmar a presença do enzima NOS em extractos das várias fases 
do ciclo de vida de L. infantum, foi produzido um anticorpo anti-LiNOS, a partir de 
proteína recombinante purificada. Este anti-corpo permitirá tambem a realiazação de 
ensaios para a determinação da quantidade de proteína ao longo do ciclo de vida do 
parasita. Será também usada para estudos de localização intracelular. 
 A análise da estrutura quaternária da proteína deverá ser alvo de mais estudos. 
Através de Dynamic Light Scattering é possível determinar a massa molecular da 
proteína em estudo, de forma a confirmar os resultados obtidos a partir da análise 
preliminar por LT-PAGE. Simultanemaente e em colaboração com Manfred Weiss, 
procurar-se-á cristalizar a proteína e determinar a sua estrutura por difracção de raios-
X. 
 Deverão ser realizados mais ensaios cinéticos com a proteína recombinante 
purificada, de forma a confirmar os resultados aqui apresentados. É necessário realizar 
mais ensaios cinéticos para confirmar a importância da presença de calmodulina para a 
actividade enzimática. Fica por determinar a actividade específica deste enzima em 
extractos de promastigotas e amastigotas. 
 Será também relevante investigar a acção de inibidores específicos deste 
enzima, que não inibam os enzimas de Humanos, de forma a poderem ser utilizados no 
futuro para testar a sua eficiência como terapia para a leishmaniose, caso se confirme 
que a inibição destes enzimas é suficiente para afectar a sobrevivência dos parasitas.
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7.1. Mapa do vector pET-28a (Novagen) 
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7.2. Espectros de hemoglobina 
 
 
 
Figura 24 – Espectros de oxihemoglobina (Oxi-Hb) e de metahemoglobina (Met-Hb). As setas assinalam 
os comprimentos de onda (401 e 421 nm) a que foram realizados os ensaios enzimáticos para detecção de 
actividade de NOS. 
 
 A produção de NO promove a conversão de oxihemoglobina (Oxi-Hb) a 
metahemoglobina (Met-Hb), sendo possível seguir a reacção num espectrofotómetro, 
uma vez que a 401 nm existe uma diferença significativa de absorvência entre a forma 
Oxi e Met (figura 24). Por outro lado, a 421 nm as absorvências registadas para ambas 
as espécies são idênticas, podendo esta absorvência actuar como controlo da reacção. 
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